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Das optische Verhalten des Insulins und seiner Derivate. 
, 6. Mitteilung tiber Insulin.’) 


Von 
Werner Kuhn, Hermann Eyer und Karl Freudenberg. 
Mit 12 Figuren im Text. 
Die Arbeit wurde ausgefiihrt mit Hilfe der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft und der I. G. Farbenindustrie, Werk Hdéchst. 


Frl. E. Reeps verdanken wir die Bestimmungen des Blutzuckers. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg,) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. August 1931.) 
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I. Einleitung. 


Im folgenden wird versucht, durch gleichzeitige Beobachtung 
der Anderung der optischen, chemischen und physiologischen 
Eigenschaften des Insulins, die es im Verlauf verschiedener Ein- 
griffe erleidet, einen Einblick in den Aufbau des Hormons zu 
erhalten. 

Es wird zu priifen sein (Abschnitt V), wie das optische Ver- 
halten mit der Vorstellung vom Insulin in Einklang steht, die 
sich aus allen bisherigen Beobachtungen ergeben hat: das Insulin 
ist ein Protein, in dessen Kette irgendwo die physiologisch wirk- 
same Gruppe eingebaut ist. Diese macht im krystallinen In- 
sulin nur wenige Prozente des Molekiils aus. In friheren Arbeiten 
sind Anhaltspunkte dafiir gewonnen worden, da8 die physio- 
logisch wirksame Gruppe in ein Molekiil mit einem Molekular- 





1) 5. Mitt., Diese Z. 187, 89 (1930). In allen unseren Arbeiten wird 
krystallisiertes Insulin verwendet, nachdem die Vorversuche mit amorphem 
Insulin abgeschlossen sind. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCII. 
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gewicht von etwa 8000 eingefiigt ist. Wahrscheinlich ist diese 
Zahl auf 10000—20000 zu erhéhen. Die physiologisch wirksame 
Gruppe scheint den Aminosauren und Peptiden nahe zu stehen, viel- 
leicht besteht sie lediglich in einer bestimmten Anordnung peptid- 
artig gebundener Aminoséuren oder naher Abkémmlinge derselben. 
Fiir eine den Aminoséuren artfremde prosthetische Gruppe liegt 
kein Anzeichen vor. Amerikanische Autoren!) haben in dem Saure- 
hydrolysat des Insulins 12°/, Tyrosin und etwa die gleiche Menge 
Cystin nachweisen kénnen. Das bedeutet, daB 8—16 Tyrosin- und 
5—10 Cystinmolekiile im Insulin eingebaut sind. Falls die ge- 
nannten Aminoséiuren am Aufbau der aktiven Gruppe teilnehmen, 
so kann dies nur fiir einzelne von diesen Molekiilen gelten. 


II. Die Absorption. 
1. Unverainderte Praiparate. 
Krystallisiertes Insulin (24 Einheiten im Milligramm) oder amorphe 
Praiparate von ahnlicher Wirksamkeit (18—22 Hinheiten im Milli- 
gramm) wie das krystallisierte zeigen von ungefihr 8000 A an 
eine rasch ansteigende Absorption, die ein Maximum bei 2750 
aufweist, das von einem Gebiet gréBerer Durchlassigkeit bei 
2500 A gefolgt ist (Fig. 1, Kurve 4). Der Vergleich mit der Ab- 
sorptionsbande des Tyrosins zeigt, da8 das geschilderte Maximum 
mit dem des Tyrosins ibereinstimmt. Da, wie schon erwaéhnt, 
im Insulin etwa 12°/, Tyrosin enthalten sind, wurde das in der 
Fig. 1 eingetragene Absorptionsdiagramm des Tyrosins (Kurve 2) 
auf diejenige Menge Tyrosin bezogen, die im Insulin enthalten 
ist. Derselbe Versuch wurde mit Cystin ausgefiihrt (Kurve 1). 
Die Absorption von Cystin beginnt in dem Bereich nennenswert 
zu werden, in dem das Minimum der Insulin- und Tyrosinabsorp- 
tion liegt. Die Summierung der Kurven von Cystin und Tyrosin 
gibt eine Kurve (Fig.1, Kurve 8), welche der des Insulins bereits nahe 
kommt. Es besteht kein Zweifel, daB am Zustandekommen des 
hier in Frage stehenden Teils des Insulinspektrums die im 
Hormon befindlichen Aminosiuren ‘T'yrosin und Cystin haupt- 
sichlich beteiligt sind. Da durch Untersuchungen in Johns 
Hopkins’ Universitét?) die Gegenwart von Tryptophan im 
Insulin so gut wie ausgeschlossen ist, und fiir andere Amino- 


1) V.du Vigneaud, H. Jensen, O. Wintersteiner, J. Pharm. Exp. 


Therapeutics 32, 367 (1928). 
2) J. J. Abel, Geiling, Rouiller, Bell, Wintersteiner, ebenda 


31, 83 (1927). 
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siuren, die in demselben Bereich eine nennenswerte Absorption 
zeigen kénnten, wie z. B. Phenylalanin und Oxy-Tyrosin, keine 
Anzeichen gefunden wurden, diirfte der obige Schlu8 berechtigt 
sein. Eine Bestitigung dieser Auffassung sehen wir bei Be- 
trachtung der Absorption des Caseins, das etwa 6°/, Tyrosin, aber 
sehr wenig Cystin enthalt. Die Kurve (Fig. 9, Kurve 1) zeigt 
dasselbe Maximum wie Insulin oder Tyrosin, méglicherweise ver- 
stirkt durch das Tryptophan, das bekanntlich in geringen Mengen 





. Cystin 12°/,. 
. Tyrosin 12°/,. 
. Cystin + Tyrosin (Addition von 1 u. 2). log k 
. Insulin. A 
. Cystin (12°/,) in saurer Lésung 24 Stun- 

den bestrahlit (Eisessigfilter). | | 
6. Tyrosin ebenso bestrahlt. - me er a” 


cor © bo 


i 


In dieser Figur ist im Gegensatz zu | 
allen spiteren die Berechnung des Extink- V, 
tionskoeffizienten nicht auf Mol pro Liter 37/ fe 
bezogen, sondern auf Gramm pro 100 ccm. | 
Dies ist geschehen, um einen Vergleich 
zwischen Insulin und denjenigen Mengen | 
Tyrosin und Cystin méglich zu machen, | 
die im Insulin vorhanden sind. Insulin, ¢ 4 eee © 
das je 12°/, der beiden Aminosauren ent- 5 | 
halt, wird somit in dieser Figur verglichen 
mit so viel der beiden Aminosauren, wie 
im Insulin vorhanden sind. In allen itib- | 

| 





rigen Kurven sind Molekulargewichte ver- - | 
wendet, und zwar ist fiir Insulin und alle | 
seine Derivate das willkiirliche Molekular- | | 
gewicht 500 eingesetzt. Fiir die Casein- _, | | 
praparate, die zum Vergleich mit Insulin 30 2750 2500 250 
verwendet werden, ist das willkiirliche Fig. 1 
Molekulargewicht 1000 eingesetzt worden, 
weil Casein ungefahr halb so viel Tyrcsin enthalt wie Insulin, und es auf den 
Vergleich der Tyrosinkomponente ankam. Die Figur zeigt, daB die Absorp- 
tion von Cystin + Tyrosin, bezogen auf die Menge, wie die beiden Amino- 
siuren im Insulin vorkommen, der Absorption des Insulins recht ahnlich ist. 
Kurve 5 zeigt, daB die Absorption von Cystin bei der Bestrahlung ver- 
flacht, aber nicht entscheidend verandert wird, obwohl nach dem entwickelten 
Schwefelwasserstoff und Ammoniak tiefgreifende Zersetzungen stattfinden. 
Die Tyrosinkurve andert sich bei der gleichen Behandlung sehr wenig. Von 
Interesse ist eine schwache Erhéhung des Minimums. Die Bestrahlung wurde 
unter denselben Bedingungen ausgefiihrt wie die Kapitel III, 1 beschriebenen 
Versuche mit Insulin. Werden Cystin und Tyrosin gleichzeitig bestrahlt, so 
ist die Veranderung viel gréBer (vgl. Fig. 2, Kurven 5—7). 














im Casein enthalten ist und ahnlich aber starker wie das Tyrosin 
absorbiert (Insulinkurve 1, Fig. 2 und Caseinkurve 1, Fig. 9 
sind insofern vergleichbar, als sie auf denselben Tyrosingehalt 
bezogen sind; vgl. Bemerkungen zu Fig. 1). 


7* 
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Die ibrigen Aminoséuren zeigen nur eine Absorption im 
kiirzerwelligen Ultraviolett. 

Alkalische, physiologisch noch wirksame Insulinlésungen 
zeigen sofort nach ihrer Bereitung ein Spektrogramm, das im 
Vergleich zu dem in saurer Lésung aufgenommenen Spektro- 
gramm eine Verschiebung des Maximums und Minimums nach 
der langwelligen Spektralseite hin, sowie eine Erhéhung des log k 


An 
me 





. Krystallisiertes Insulin in n/30-HC1. 

. Alkaliinaktiviertes Insulin in n/30-HC1. 

. Krystallisiertes Insulin in n/30-NaOH. 

. Alkaliinaktiviertes Insulin in n/30- 
NaOH. 

. Tyrosin + Cystin, je 1 Mol in saurer 
Lésung. 

. Dieselben in alkalischer Lésung. 


. Dieselben in saurer Lésung, 20 Stun- 

£4 den bestrahlt (Eisessigfilter). 
Die Figur zeigt, da8 Insulin und 
durch Alkali inaktiviertes Insulin sowohl 


in saurer wie in alkalischer Lésung die 
gleiche Absorption haben. Die starke Er- 








Ico oO = COD 











héhung der Absorption und ihre Verschie- 

bung gegen den langwelligen Teil des 

12 Spektrums hin, die das Insulin beim 

a 4 Ubergang von der sauren in die alkali- 


sche Lésung erleidet, findet sich bei dem 
Gemisch von Tyrosin und Cystin wieder. 
Aus den Beobachtungen von Groh und 
Hanak (vgl. Text) geht hervor, daB diese 
7 Verschiebung hauptsachlich dem Tyrosin 
Pa ove _ sipicaaalemtioan ist. Die Kurven des Amino- 

wus: &. siuregemisches liegen wesentlich hoher, 
weil sie hier in der 8—10fachen Konzen- 
tration angewendet sind, als sie im Insulin vorliegen. Fiir die Berechnung 
der Insulinkurve ist hier und in allen folgenden Tabellen das willkiirliche 
Molekulargewicht 500 angenommen (vgl. die Bemerkung zu Fig. 1). Die Kurve7 
zeigt, daB bei der Bestrahlung des Cystin- und Tyrosingemisches die Absorp- 
tion steigt, und zwar bedeutend mehr im Minimum als im Maximum (vgl. 

Bemerkungen im Kapitel III, 3). 























erkennen laBt (Fig. 2). Es wurde ein Versuch mit Tyrosin und 
Cystin im molaren Verhaltnis 1:1 in schwach alkalischer Lésung 
gemacht und gefunden, da8 auch hier eine Veraénderung eintritt 
(Fig. 2). Die Anderung des in alkalischer Lésung gewonnenen 
Diagramms des Aminosiuregemisches ist gleichsinnig mit den 
Beobachtungen am Insulin. Auch diese Beobachtung stiitzt die 
Annahme, daB Tyrosin und Cystin die fiir das Insulinspektrum 
inaBgebenden Bausteine sind. 
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u 8 Man hat derartige Veranderungen der Absorption mit einer 
~ £Enolisation in Verbindung gebracht. In vielen Fiillen diirfte die 
;  verschiedene Aufladung in saurem und alkalischem Medium die 


n |  Ursache der Verschiebung sein. Ohne die Frage aufzuwerfen, in 
- | welchem Umfange diese Deutungen zutreffen, stellen wir fest, 
. ' daB sich unsere Befunde mit den Beobachtungen decken, die 


Groh und Weltner?) bei der Untersuchung der Enolisation von 
Peptidbindungen an verschiedenen EiweiBkérpern gemacht haben. 
Sie zeigten, daB Casein und Ovalbumin beispielsweise eine sehr 
langsame oder gar keine Umlagerung erleiden, waihrend Serum- 
globulin in alkalischer Lésung sehr rasch enolisiert wird. 


—_— i eo 
: 7 . 
spies ONES ere eC ee ee 


2. Chemische Inaktivierung ohne Anderung der Ab- 
sorption. 








: Kine EHigenschaft, die fiir Insulin besonders charakteristisch 
| | ist, naémlich die groBe Empfindlichkeit gegen verdiinntes Alkali, 
> | hinterlaBt im Spektrogramm des Insulins tiberhaupt keinen Ein- 
- —  druck. In saurer wie in alkalischer Lésung (Fig. 2) ist kein 
, | Unterschied zwischen wirksamem Insulin und durch Alkali un- 
' wirksam gemachtem zu bemerken. Offenbar geschieht die Inakti- 
vierung durch Alkali auf eine Weise, durch die sowohl das Tyrosin 
als auch das Cystin keine merklichen Verainderungen erfahren. 
AuBer bei dem durch Alkali inaktivierten Insulin haben wir 
auch bei sdure-inaktiviertem Insulin keine Anderung des Ab- 
_ sorptionsvermégens finden kénnen. Saure Insulinlésungen (0,1 n- 
- HCl) koénnen durch Erhitzen auf dem Wasserbad im Lauf einer 
Stunde zur Koagulation gebracht werden. Diese Salzsiure- 
koagulate stellen sehr wirksame Insulinpraparate dar (18—22 Ein- 
heiten im Milligramm). Es wurde oben erwahnt, daB verschieden 
starke Insulinpréparate dieselben Absorptionsdiagramme besitzen; 
: auch die Salzsiurekoagulate unterscheiden sich in dieser Be- 





ziehung nicht vom Ausgangsmaterial. Mehrstiindiges Erhitzen 
der Koagulate zerstért die Wirksamkeit vollig, aber das optische 
| Verhalten bleibt unverindert. Ahnliches wurde bei Insulin beob- 
_ achtet, das mit nascierendem Wasserstoff behandelt war; erst 
' nachdem die Wirksamkeit lingst erloschen ist, findet bei fort- 
| gesetzter Reduktion eine tiefgreifende Anderung der Absorption 
D statt, die jedoch nicht naher verfolgt wurde. 





1) Diese Z. 198, 267 (1931); Groh u. Hanak, ebenda 190, 169 (1930). 
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8. Chemische Inaktivierung mit Anderung der 
Absorption. 


Eine Reihe weiterer Versuche betrifft Insulinderivate, deren 
Absorptionsvermégen durch chemische Eingriffe verindert wird. 
Methyliertes Insulin absorbiert verschieden, je nach der 
Dauer der Methylierung (Diazomethan). Alle methylierten In- 
sulinpraiparate sind physiologisch inaktiv; sie sind durch schwaches 





1. Insulin. 

. Formol-insulin. 

3. Methyl-insulin, d.h. Insulin, 3 Minuten 
mit Diazomethan behandelt. 

4. Dasselbe, 24 Stunden mit Diazomethan 
behandelt. 

5. Praiparate der Kurven 3 und 4, 
24 Stunden bei 0° mit n/30-Alkali be- 
handelt. Praparat 3 hat hierbei 30°/, 
der urspriinglichen Wirksamkeit des 
TInsulins wiedergewonnen, wahrend 
Praparat 4 nahezu inaktiv geblieben 
ist. 


bo 





40 








25 





Demnach haben Insulin und die 
a i schonend mit Alkali behandelten Methy]l- 
, insuline dieselbe Absorption. 


3000 2750 2500 


Fig. 3. 
Verinderung der Absorption unter chemischen Einflissen. 























Alkali bei 0° regenerierbar, doch nie vollstandig. Lang methylierte 
Produkte bleiben nach Behandlung mit verdinntem Alkali vdllig 
inaktiv. Die Absorptionsdiagramme der Regenerate, gleichgiiltig 
ob noch wirksam oder nicht, sind einander gleich (Fig. 8, Kurven 3, 
4, 5). 

Formol-Insulin besitzt eine Absorptionsbande, in der, im 
Vergleich zum Insulin, Maximum und Minimum an derselben 
Stelle liegen, aber ein wesentlich stirkeres k aufweisen (Fig. 3, 
Kurve 2).1) ;Wir kommen hierauf spiter (Abschn. III, 8) zuriick. 

Die Einwirkung von Wasserstoffperoxyd fiihrt zu in- 
aktiven Produkten mit Absorptionsdiagrammen, in denen Maximum 
und Minimum der Absorption abgeflacht werden und schlieBlich 





1) Entsprechendes haben Groh und Hanak (a. a. 0.) an anderen 
Proteinen und Aminoséuren beobachtet. 
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7 in eine fast gleichma&Bige stetige Absorption iibergehen (Fig. 4, 
- Kurven 1—5). 































































on ; Insulin, das nach van Slyke desaminiert ist, besitzt nach 
-¢. | Verlust des freien Aminostickstoffs noch einige Prozente Wirk- 
= : samkeit. Langere Fortsetzung dieses Prozesses zerstért die Wirk- 
} 
an 40 
40 
in 
i, 
f 
8 2s 
d 25 
n 
3000 2750 2500 2250 
Fig. 4. 
Insulin und Wasserstoffsuperoxyd. 
Fig. 4. 
1. Krystallisiertes Insulin unverandert. 
2. Krystallisiertes 0) 5 Stunden mit Wasserstoffsuperoxyd be- 
handelt (20°, 15°/, H 
3. Krystallisiertes ais, Ts Stunden behandelt. 
4. Amorphes Insulin (14 Internationale Einheiten im Milligramm), 
24 Stunden behandelt. 
5. Dasselbe, 170 Stunden behandelt. 
Die Oxydation fiihrt zu einer Verflachung des Minimums, wahrend die 
Praparate unwirksam werden. 
Fig. 5. 
| 1. Insulin. 
‘ 2. Desaminiertes Insulin (noch schwach wirksam). 
a 3. Insulin, 6 Stunden mit o-Chlorbenzaldehyd behandelt (noch 50°/, 
i wirksam). 


4. 24 Stunden ebenso behandelt (unwirksam). 

In allen Fallen Verstreich des Maximums wie bei den Oxydations - 
versuchen der Fig. 4. Im Falle der Kurve 2 auBerdem Erhéhung der Ab- 
sorption vermutlich infolge Bildung von Nitroderivaten. 


Te Roe rh. 
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samkeit vollig. Die optische Untersuchung eines solchen noch 
wirksamen Produktes fiihrt zu einem Spektrogramm, das még- 
licherweise auf Nitrierung von aromatischen Aminoséuren hinweist 
(starke Steigerung des Absorptionskoeffizienten) (Fig. 5, Kurve 2). 

Bei Versuchen mit o-Chlor-benzaldehyd, die wir im AnschluB 
an Beobachtungen mit Benzaldehyd, von denen amerikanische 
Autoren berichten"), ausgefiihrt haben, ergab sich gleichfalls eine 
Veranderung der Absorption (Fig. 5, Kurve3 und 4). Insulin wird 





| 1. Ammoniumsalz des Caseins in Wasser. 


2. Dasselbe, 96 Stunden mit 15°/, Wasser- 
stoffsuperoxyd bei 20° behandelt. 


3. Dasselbe, 192 Stunden behandelt. 


JO/-—+ — ——_+———_—+ 


Verflachung des Minimums wie beim 
?. Insulin aber gleichzeitig Abstieg des 
Maximums. Das Auftreten eines Schnitt- 
punktes saimtlicher Kurven bedeutet, 
daB die Reaktion in einem Schritte ein- 
deutig verlauft. Das Ausgangsprodukt 
(z. B. Tryptophan oder Tyrosin im Casein) 
wirde fiir die dem Schnittpunkt ent- 
sprechende Wellenlange denselben Ab- 
sorptionskoeffizienten besitzen wie das 
Endprodukt der Reaktion. 























3000 2750 2500 


Fig. 6. 
Casein und Wasserstoffsuperoxyd. 


‘durch den Aldehyd inaktiviert. Hier haben sich stichhaltige Be- 
weise fiir eine Oxydationswirkung finden lassen (Sauerstoffiiber- 
tragung, vgl. Abhandlung 8); die optische Untersuchung fihrt 
zu abniichen Resultaten wie bei der Oxydation mit H,0,. Beim 
Aldehyd fallt der Ubergang des Maximums wie des Minimums 
in eine kontinuierliche Absorptionsbande auf (Fig. 5, Kurven 3 
und 4). 

Beziiglich der chemischen Einzelheiten dieser ganzen Ver- 
suchsserie miissen wir auf die 8. Mitteilung iiber Insulin hinweisen, 
aus der auch noch andere Zusammenhinge dieser Reaktionen zu 
entnehmen sind. Es sei hier nur wiederholt, da8 krystallisiertes 
Insulin bei der Oxydation seine Wirksamkeit rascher verliert als 


1) H. Jensen u. A. de Lawder, Diese Z. 190, 269 (1930). 
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amorphe, weniger wirksame Praparate. Dieser Unterschied, der 
fir die Versuche mit Wasserstoffperoxyd gilt, driickt sich auch 
in den Absorptionsaufnahmen z. B. des mit Wasserstoffperoxyd 
behandelten Insulins aus. Vergleichende Versuche zwischen 
krystallisiertem Insulin und einem amorphen Priparat der 
Starke 0,6 (bezogen auf krystallisiertes Insulin) fiihrten bei gleich- 
starker Schédigung (die bei beiden Priparaten zu verschiedener 
Zeit erfolgt war) zu fast kongruenten Absorptionsbildern 
(Fig. 4, Kurven 1—#). 

Wir haben auch hier Oxydationsversuche mit léslichem Casein 
in ammoniakalischer Lésung vorgenommen und, wenn auch erst 
nach langerer Einwirkungsdauer, ahnliche Resultate erhalten 
(Fig. 6, Kurven 1—38). 

Zusammenfassend 1éBt sich iiber diese Versuchsreihe aus- 
sagen, daB man in der Anderung der Absorption keine spezifische 
AuBerung der wirksamen Gruppe erkennen kann. Diese Reak- 
tionen sind so allgemeiner Art, da8 neben der wirksamen Gruppe 
viele andere Stellen der HiweiBkette angegriffen werden. 


III. Die Bestrahlung von Insulin. 
1. Versuchsanordnung. 

Es ist eine langst bekannte Tatsache, daB Insulin durch 
ultraviolettes Licht rasch zerstért wird. Wir haben versucht, 
durch Behandlung mit verschiedenem ultraviolettem Licht das 
Insulinspektrum nach dem Sitz der physiologisch wirksamen 
Gruppe abzusuchen. 

Als Lichtquelle diente eine Quecksilberdampflampe, deren 
Licht durch eine Quarzlinse parallel gemacht wurde, und das eine 
Quarzkiivette passierte, die mit der Filterfliissigkeit beschickt 
war. Bei der Verwendung von Chlor als Filtersubstanz wurde ein 
10cm langes Quarzrohr vorgelegt, welches das Gas unter 2 Atm. 
Druck enthielt. Das so gefilterte Licht fiel auf eine zweite, die 
2—8°/,ige Insulinlésung enthaltende Quarzkiivette, deren Riick- 
seite durch flieBendes Wasser gekiihlt war. Die Schichtdicke der 
Kiivetten betrug 1mm. Die Insulinkiivette stand wahrend des 
Versuches unter vermindertem Druck (LuftausschluB). Diese 
Art der Bestrahlung hat gewisse Schwichen. Das Spektrum der 
Quecksilberlampe ist ein Linienspektrum; die einzelnen Linien 
haben recht wechselnde Intensitéten; auch liBt die Durchlassig- 
keit des Quarzmantels der Lampe fiir ultraviolette Strahlen mit 
der Zeit nach. Doch hat diese Einrichtung vor einem viellinigen 
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Funkenspektrum den Vorzug bedeutend gréBerer Energieent- 
faltung, so da8 man in bequem meSbaren Belichtungszeitraumen 
zum Ziel gelangt. Die Einzelheiten iiber die abgeschirmten Ge- 
biete, die Filter usw. sind aus der Tab. I und der Fig.7 zu 
ersehen. 


2. Verinderung der Wirksamkeit. 


Es zeigt sich zunichst, daB die physiologische Wirksamkeit 
schon im Anfang der Bestrahlungsversuche nahezu verschwindet. 
Licht von gréBerer Wellenlinge als 8000 A wirkt unter unseren 
Versuchsbedingungen nicht oder nur sehr langsam; dies ist zu er- 
warten, da in diesem Gebiet das Insulin kaum absorbiert. Selbst 
wenn das oben beschriebene Chlorfilter vorgelegt und damit alles 


Tabelle I. 


Bestrahlungsversuche. 


























Konzentration Dauer der Starke 
‘ blendete des Insulins 
Filterflissigkeit | der Filter- | 1) 0 | | Bestrablung | ooh der 
flissigkeit in Std. | Bestrahlung 
kurzwelliges 0 1,00 
Eisessig — Ende bis 2400 A 0,25 0,56 
i — - 0,50 0,43 
” - 2,00 0,13 
c ie 12 (0,04) 
”? iia ” 36 er 
waBrige 
Crotonséure 0,5 mol bis 2650 A 0,25 1,00 
” ” ” 0,50 0,85 
” ” 2 0,60 
” ” ” 6 0,10 
waBrige 
Crotonsaure 0,8 mol bis 2690 A 2 0,60 
” ” ” 4 0,20 
” " 15 0,00 
Athylalkoho- 
lische Oxalsiure} 1,06 mol bis 2800 A 5 0,60 
Chlorfilter Cl, 
u. 1mm Wasser] 1 dm 2 Atm. | 4000—2725 A 2 0,33 
Chlorfilter Cl, DurchlaB zwisch. 
u. 1 mm Eisessig] 1 dm 2 Atm. | 2725-—2400 A 2 0,45 
Chlorfilter Cl, DurchlaB zwisch. 
u. 1 mm Eisessig] 1 dm 2 Atm. | 2725—2400 A 10,75 0,17 
Luft Luft kurzwelliges 
‘u. 1 mm Eisessig] 1 dm 1 Atm. |Ende bis 2400 A 10,75 (0,01) 
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Licht zwischen 4000 und 2725 A ausgeblendet wird, also bis zum 
Maximum und sogar noch etwas dariiber hinaus, wird das Insulin 
noch rasch zerstért. Blendet man hierzu durch Vorlage von Eis- 
essig noch alle Strahlen weg, die kirzer sind als 2400 A, so wird 
kein entscheidender Unterschied wahrgenommen. Demnach ist 
der Bereich zwischen 2725 und 2400 A sehr wirksam. DaB aber 


. Insulin Wel . _ 
. 1, Stunde bestrahlt. | | iT | 
| 





5 Stunden __e,, 
99 Wibigste | | 


20 99 99 Ng-luwen | 
36 3 | 
Weitere Erlauterungen im Text. 


In der Figur sind nur die Kurven 47 
wiedergegeben, die bei vorgelegtem Eis- 
essigfilter erhalten wurden. Die Absorp- 
tion von Eisessig ist unten in der Figur 
eingezeichnet. Wird gleichzeitig Chlor 
und Eisessig verwendet, so ist kein nen- 
nenswerter Unterschied wahrzunehmen, 
abgesehen natirlich davon, da8 fiir ahn- 
lich groBe Anderungen im Spektrum gré- 25 
Bere Bestrahlungszeiten erforderlich sind. ~ 
Das gleiche gilt auch fiir die Verwen- 
dung von Crotonsiure allein. Die wesent- 
lichen Hg-Linien sind im Verhiltnis ihrer 
Stirken oben in der Tabelle eingezeich- 
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net. Verwendet wurde ein amorphes In- fis/gsaure 
sulin Welcome als Hydrochlorid (25 Inter- Absbnption von hasohption von 
nationale Einheiten im Milligramm). Kry- Ydly Ohor(2at)| "  Grotensdure 
stallisiertes Insulin der gleichen Starke 3000 2750. + 2500. 
(unbestrahlt) hat dieselbe Absorption. Fig. 7. 


Bestrahlung von Insulin. 


auch Wellen, die langer sind als 2650, wirksam sind, geht aus der 
raschen Zerst6rung durch ein Licht hervor, das mit Crotonsiure- 
lésung gefiltert ist. Die Versuche sind naturgem&8 unscharf, da 
das Quecksilberlicht sehr wenig einheitlich ist. Es kann aber mit 
Sicherheit behauptet werden, daB Licht vom Wellenlingenbereich 
des Maximums der Bande stark zerst6rend wirkt. Dieses Maximum 
haben wir oben dem Tyrosinanteil des Insulins zugeschrieben. 
Diese Feststellung erlaubt mit eimiger Wahrscheinlichkeit den 
SchluB, daB die wirksame Gruppe des Insulins eine Absorptions- 
bande in diesem Bezirk besitzt. Hiermit steht nicht in Wider- 
spruch, daB die Absorptionsbande des durch Alkali inaktivierten 
Insulins dieselbe ist wie beim Insulin selbst. Die Tatsachen 
zusammen genommen zeigen uns, da die wirksame Gruppe des 
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Insulins wichtige und empfindliche Teile enthalt, die mit der 
Tyrosingruppe nichts zu tun haben, daneben aber offenbar ebenso 
wichtige und empfindliche Teile, die entweder Tyrosin enthalten 
oder selbst im Bereich der Tyrosinbande absorbieren. 


8. Verinderung der Absorption. 

Im Zusammenhang mit der Inaktivierung des Insulins durch 
ultraviolettes Licht haben wir die Anderungen des Absorptions- 
diagrammes untersucht (Fig. 7). Die Diagramme, die _ fir 
Hisessigfilter gelten, zeigen zunichst einen Anstieg des log k. 
Maximum und Minimum der Absorptionskurve bleiben nahezu 
an ihrer urspriinglichen Stelle bei 2750 baw. 2500 A. Der Anstieg 
des log k fiir das Minimum erfolgt rascher als der des log k fiir 
das Maximum, so da8 nach lang ausgedehnter Bestrahlung 
Maximum und Minimum verstreichen. Das mit Alkali inaktivierte 
Insulin, das, wie schon erwahnt, dieselbe Absorption besitzt wie 
Insulin selbst, erleidet bei der Bestrahlung auch dieselben Ver- 


iinderungen seiner Absorption (Fig. 8). 


Da die Absorption des Insulins hauptsachlich von dem im Hormon vor- 
handenen Tyrosin und Cystin herriihrt, lag es nahe, die Verainderung dieser 
Aminosiuren bei der Bestrahlung zu untersuchen. Es zeigt sich (Fig. 1, Kurve 5 
und 6), daB die Absorption sowohl des Tyrosins wie des Cystins unter den beim 
Insulin g wahlten Bedingungen der Bestrahlung wenig verindert wird. Das 
halftige Gemisch beider Séiuren gibt, wie schon im Abschn. II, 1 ausgefiihrt 
wurde, ein Absorptionsdiagramm von ahnlicher Beschaffenheit wie Insulin. 
Das Maximum wird hauptsachlich vom Tyrosin verursacht. 


Bei der Bestrahlung des Gemisches (Fig. 2, Kurven 5, 7) steigt 
die Absorption im ganzen, schlieBlich verflacht das Minimum. Das 
Bild ist also dasselbe wie beim Insulin (Fig. 7, Kurven 1, 6). Auch 
darin stimmen Insulin und das Gemisch von Tyrosin und Cystin 
iiberein, daB sich in beiden Fallen schlieBlich gelbe, brenzlich 
riechende Lésungen bilden, in denen Schwefelwasserstoff und 
Ammoniak nachzuweisen sind. Was im einzelnen vor sich geht, 
entzieht sich unserer Beobachtung. Bekanntlich entstehen bei 
der Bestrahlung von Proteinen und Aminosiuren Aldehyde, und 
es ist bemerkenswert, daB durch die Einwirkung von Formaldehyd 
auf Insulin ein ahnlicher Anstieg der Absorption beobachtet wird 
(Fig. 83, Kurve 1,2). Versuche, durch Bestrahlung inaktiviertes Insu- 
lin nach Art des Formolinsulins zu regenerieren, schlugen jedoch 
fehl. Kinige an Caseinlésungen vorgenommene Bestrahlungsversuche 
weisen auf ein vom Insulin etwas abweichendes Verhalten hin (Fig. 9). 
Die Kurven zeigen im Gegensatz zu den Insulindiagrammen von 
Anfang die Neigung zum Verstreichen des Maximums und Mini- 
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mums. Nur das Minimum zeigt einen erheblichen Anstieg seines 
log k, wahrend der log k des Maximums sich kaum andert. Es ist 
nicht unwahrscheinlich, da8 dieses Verhalten auf den geringen 
Gehalt an Cystin zuriickzufihren ist. 
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Fig. 8. Fig. 9. 
Vergleich von Insulin und alkaliinaktiviertem Bestrahlung von Caseinlésung. py, 6. 
Insulin wahrend der Bestrahlung. 


Fig. 8. 
1. Beide Praparate vor der Bestrahlung. 
a om nach 5stiindiger Bestrahlung. 
~~ - nach 10stiindiger Bestrahlung. 


Die beiden Praparate zeigen nicht den geringsten Unterschied von- 
einander. 
Fig. 9. 
Wegen der Berechnung vergleiche Bemerkungen zu Fig. 1. 


1. Casein Hammarsten. 

2. 4 Stunden bestrahlt. 

3. 12 Stunden bestrahit. 

Die Veranderung ist der des Tyrosins (Fig. 1) ahnlich, dagegen ver- 
schieden von der Veradnderung, die Insulin und ein Gemisch von Tyrosin 
und Cystin bei der Bestrahlung erleiden. Diese Beobachtung kann mit dem 
sehr geringen Cystingehalt des Caseins in Verbindung gebracht werden. 


4.Zusammenhang zwischen Absorption und Wirksamkeit. 

Die besprochene Feststellung, da durch Alkali inakti- 
viertes Insulin sich in optischer Hinsicht genau wie unver- 
sehrtes Insulin verhalt, und zwar vor und nach der Bestrahlung, 
zeigt, daB die Wirksamkeit zerstért werden kann, ohne daB die 
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im Bereich der. Tyrosinbande absorbierenden Gruppen in Mit- 
leidenschaft gezogen werden. Man koénnte sich nun auf den 
Standpunkt stellen, daB die Tyrosinbande iiberhaupt nicht zur 
aktiven Gruppe gehdrt, und da8 dementsprechend die Inakti- 
vierung durch Licht und die Verinderung der Absorption in 
keinem unmittelbaren Zusammenhang stehen. Man kénnte sich 
dann vorstellen, daB bei Bestrahlung von Cystin und Tyrosin 
Stoffe wie die oben erwéhnten Aldehyde entstehen, welche die 
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Fig. 10. 
Zusammenhang zwischen Anderung der Absorption und Anderung der Wirkung 
wahrend der Bestrahlung. 


1 zeigt den Abfall der Wirksamkeit des Insulins von 100 auf 0 in be- 
liebigem MaBstab, 2 Anstieg des Maximums der Absorption, 3 Anstieg des 
Minimums der Absorption vom Anfangswert (=0 gesetzt) zum Héchstwert 
(= 100 gesetzt). Die Werte fiir Kurve 2 und 3 sind der Fig. 7 entnommen, 

aber entlogarithmiert eingetragen. 


empfindliche aktive Stelle des Molekils, die selber kein Tyrosin 
enthalten wiirde, zerst6ren. Auch die Beobachtung des zeitlichen 
Verlaufs der Verinderung der Wirkung und der Absorption kann 
so ausgelegt werden. Es ist aber auch durchaus moglich, da 
‘'yrosin und Cystin selber wenigstens teilweise der aktiven Gruppe 
als wesentliche Bestandteile angehéren. Die Wahrscheinlichkeit 
fiir eine indirekte Wirkung ist naimlich deshalb nicht besonders 
groB, weil unsere Versuche in grofer Verdiinnung (2—8 °/,) vor- 
genommen wurden, was fiir eine Kettenreaktion wenig giinstig 
ist. Hine Untersuchung der Quantenausbeute bei der Bestrahlung 
(bereits im Gange) und der Einflu8 von kiinstlich zugesetztem 
weiterem Cystin und Tyrosin diirfte tiber diesen Punkt Klar- 
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heit bringen. In der Fig. 10 ist der Abfall der Wirksamkeit 
im Bestrahlungsversuch dargestellt in Beziehung zum Anstieg der 
Absorption im Maximum und Minimum. Es zeigt sich, da8 die 
Wirksamkeit schon im ersten Teil der Reaktion verschwindet. 
Allenfalls kénnte der erste, steile Anstieg des Maximums mit 
dem Abfall der Wirksamkeit in Beziehung stehen. Die weitere 
photochemische Reaktion, die bis zur Gelbfarbung des Materials 
fihrt, hat natirlich nichts mehr mit der wirksamen Gruppe zu tun. 


IV. Die Rotationsdispersion. 


Aus friheren Untersuchungen (5. Mitteilung) hat sich er- 
geben, daB die physiologisch wirksame Gruppe optisch aktiv ist, 
indem sie zur Gesamtdrehung, die hauptsichlich von den 
iibrigen Aminoséuren verursacht ist, einen Teil beitragt. Der 
Beweis bestand in einem Anstieg des optischen Drehungs- 
vermégens waihrend der physiologischen Inaktivierung durch 
Alkali. Dem Anstieg folgt ein Abstieg unter den Ausgangswert, 
und die gesamte optische Erscheinung kommt erst zum Still- 
stand, wenn die physiologische Wirksamkeit verschwunden ist. 
Die Gleichzeitigkeit des optischen Vorganges mit dem Verlust 
der Wirksamkeit haben wir erneut festgestellt. 

Leider ist es unmdglich, die Rotationsdispersion waihrend 
dieses Vorganges zu untersuchen, weil er schneller ablauft als 
gemessen werden kann. Deshalb muBten wir uns darauf be- 
schrinken, die Rotationsdispersion zu messen vor und nach der 
Zerst6rung der Wirksamkeit durch Alkali. 

Obwohl die Drehung des durch Alkali unwirksam gemachten 
Insulins in saurer Lésung etwas niedriger ist als die des unver- 
sehrten Insulins, 1éBt sich in dem Verlauf der Rotationsdispersion 
beider Préparate kein groBer Unterschied wahrnehmen. Die 
Drehung behaélt ihr Vorzeichen und steigt mit der Annaherung 
an den Bezirk der Absorption sehr steil an. Die Messung lief 
sich bis 2750 A durchfiihren, also bis in das Absorptionsgebiet 
hinein. Auffalligerweise wurde keine Anomalie angetroffen 
(Fig. 11, 8, 4). Mit der Ubereinstimmung der Rotationsdispersion 
von unversehrtem und durch Alkali seiner Wirksamkeit beraubtem 
Insulin steht in Einklang, da8 auch, wie schon frither ausgefihrt 
wurde, die Absorptionsdiagramme beider Priparate dieselben 
sind. Auch Insulinpraparate verschiedenen Reinheitsgrades unter- 
scheiden sich, wie ebenfalls schon erwahnt wurde, nicht in ihrer 
Absorption, und es lieB sich feststellen, daB ihre Rotations- 
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dispersion gleichfalls iibereinstimmt, obwohl weniger wirksame 
amorphe Insulinpriparate im Sichtbaren im allgemeinen etwas 
héher drehen als krystalline. 

Zum Vergleich mit dem Insulin wurde die Rotationsdisper. 
sion von Cystin und Tyrosin gemessen, obwohl wir uns bewubt 
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Fig. 11. Rotationsdispersion. 

. Salzsaures Tyrosin [«] in Wasser. 
. Salzsaures Cystin [«] in Wasser. 
Krystallisiertes Insulin [«] in n/30-HCl. 
Alkaliinaktiviertes Insulin [«] in n/30-HCI. 
Addition von 1 und 2, geteilt durch 8. 

Die Kurven des Insulins und des inaktiven Insulins sind deutlich 
voneinander unterschieden, besitzen jedoch einen ahnlichen Charakter. In 
Tab. II werden einzelne Angaben iiber die Drehung gemacht. 
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sind, da8 die freien Aminoséuren kaum den im EiweiBmolekil des 
Insulins gebundenen an die Seite gestellt werden kénnen. Cystin 
(Fig. 11, Kurve 2) ist linksdrehend und zeigt im Ultraviolett einen 
faihnlichen Verlauf der Drehung wie Insulin. Tyrosin dagegen hat 
ein flaches Maximum der negativen Drehung bei 4500 A 
((a] = — 15°). Bei 8500 A durchlauft die Drehung den Null- 
punkt und steigt spiter steil im Gebiet der positiven Drehung an 
(Fig. 11, Kurve1). Es ist bemerkenswert, daB selbst tief im Gebiet 
der Absorptionsbande (Fig. 1), die auf den Phenolrest des Tyrosins 
zurickzufiihren ist, keine Anomalie auftritt. Die Ursache fir 
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Tabelle II. 
Alkali- 
A Tyrosin [a] Cystin [a] Insulin [«] “Insulin fe) 
in A in ° in 9 in ° in 0 
6000 a 7 ~ 200 i 7 — 30 
5750 — 118 — 290 — 32 ~ 40 
5500 —- 125 — 240 —~ 40 ~ 60 
5250 — 13,2 — 260 — 48 ~ 62 
5000 —~ 140 ~ 300 - 66 ~ 80 
4750 — 145 — 340 - — 92 
4250 —- 145 — 450 — 96 — 130 
4000 - 126 — 500 - 116 ~ 156 
3750 —- 80 — 600 — 136 ~ 180 
3500 0,0 — 700 — 164 _ 215 
3250 + 40,0 — 900 — 995 _ 280 
3000 + 90,0 — 1200 ~— 300 — 350 
2900 + 150 — 1500 — 400 — 430 
2800 + 330 — 1750 — 500 — 500 
2750 jetwa + 500 — 1850 —_ nll 
2700 » + 650 — 2000 etwa — 700 etwa — 700 
2650 » + 800 — 2150 —_ ll 
2600 ” + 1000 - 2300 etwa — 1000 a 
2550 » + 1400 etwa — 2500 si _ 
2500 » + 2000 ~ a i 
ee 
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Fig. 12. 


1. Drehung des Insulins, [«],,, in n/10-HCl, bei 20° und Konzentrationen 


von 0,1 bis 10°/). 


2. Drehung des Insulins in n/10-NaOH bei 20° und Konzentrationen 
von 0,3 bis 3°/,. Wegen der Empfindlichkeit des Insulins gegen 
Alkali muBte sehr rasch gearbeitet werden. 


3. Drehung einer 1°/,igen Insulinlésung bei pq 0,6—13. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIT. 


8 





113 


114 Werner Kuhn, Hermann Eyer und Karl Freudenberg, 


dieses Verhalten ist darin zu sehen, daB der Phenolrest durch eine 
CH,-Gruppe vom asymmetrischen C-Atom getrennt ist. Auch 
beim Insulin ist bis tief in das Gebiet der Absorptionsbande hinein 
keine Anomalie zu finden. Diese Tatsache ist mit dem ge- 
schilderten Verhalten des Tyrosins zu erklaren. 

Wenn man die Dispersionskurven von Cystin und Tyrosin, also 
der freien Aminoséuren addiert und die Betrige durch 8 dividiert, 
so kommt eine Kurve (Fig. 11, Kurve 5) zustande, die mit der des 
Insulins insofern vergleichbar ist, als beide Kurven gleichen 
Mengen Cystin-Tyrosin entsprechen. Der Charakter beider ist 
derselbe. Wenn auch kein weiterer Schlu8 daraus gezogen werden 
kann, so laBt sich doch so viel sagen, da8 das Drehungsvermégen 
der beiden freien Aminoséuren mit dem Drehungsvermégen des im 
Insulin gebundenen Cystins und Tyrosins vereinbar ist. 

Im Anschlu8 hieran sei auf Fig. 12 hingewiesen, in der die 
Abhiangigkeit des Drehungsvermégens von der Konzentration des 
Insulins sowie der Wasserstoffionen dargestellt ist; unser Befund 
erginzt friihere Messungen amerikanischer Forscher.*) 


V. Zusammenfassung und Folgerungen. 


Die optische Absorption des Insulins wird im Ultravioletten 
bis zu = 2000 A hin untersucht. Eine bei 2800 A gelegene Ab- 
sorptionsbande 14Bt sich nach Lage und Intensitit auf das im 
Insulin vorhandene Tyrosin und Cystin zurickfihren. 

Der EinfluB auf das Spektrum wird fiir eine Reihe von 
Kingriffen festgestellt. Anderung des Absorptionsspektrums ist 
hinreichende, aber nicht notwendige Bedingung fiir die physio- 
logische Inaktivierung, d. h. eine Inaktivierung braucht keine 
Anderung im Absorptionsspektrum zur Folge zu haben, aber wenn 
ein Kingriff die Absorption verandert, dann ist er stets auch von 
Inaktivierung begleitet. 

Ohne Anderung der Absorption erfolgt die Inaktivierung 
durch Alkali und Séuren, sowie Methylierung, wenn diese von 
Entmethylierung gefolgt ist. 

Unter Anderung der Absorption erfolgt die Inaktivierung 
durch Formaldehyd, durch Wasserstoffperoxyd, durch die als 
O-Ubertragung erkannte Wirkung des o-Chlorbenzaldehyds, durch 
Desaminieren nach van Slyke sowie insbesondere durch photo- 
chemische Einwirkung. Diese ist fiir ultraviolettes Licht ver- 





1) Abel, Geiling, Rouiller, Bell, Wintersteiner, J. pharmacol. 
exper. Therap. 81, 83 (1927). 
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schiedener Wellenlange gleichartig. Sie erfolgt bereits rasch und 
vollsténdig durch Wellenlingen, die der Tyrosinabsorptionsbande 
entsprechen. Durch Alkali inaktiviertes Insulin absorbiert vor 
und wahrend der Bestrahlung genau so wie unversehrtes. 

In der 5. Mitteilung wurde gezeigt, daB das durchschnitt- 
liche Molekulargewicht des Insulins mindestens 8000 betrigt. In 
der tibernéchsten Arbeit wird wahrscheinlich gemacht, daB diese 
Zahl mehr als zu verdoppeln ist. Fiir ein Molekulargewicht von 
nahezu 20000 errechnen sich, da 12°/, Tyrosin anwesend sind, 
16 Tyrosinreste im Molekiil. Die Zahl der Cystinmolekiile laBt 
sich auf etwa 10 angeben. Dagegen kann der Anteil der wirk- 
samen Gruppe im Molekil auf weniger als 3°/, geschitzt werden. 
Wenn also Tyrosin oder Cystin oder beide an der wirksamen 
Gruppe beteiligt sind, so kann dies nur fiir einzelne von den 
vielen Molekiilen dieser Aminosauren zutreffen. Die photochemische 
Zerst6rung kann jedoch auch an einer anderen Substanz einsetzen, 
die ahnlich wie Tyrosin absorbieren miiBte, oder sie kénnte eine 
indirekte Wirkung von Tyrosin und Cystin darstellen, indem aus 
diesen Stoffen bei der Bestrahlung zunachst Zersetzungsprodukte, 
z. B. Aldehyde entstehen wiirden, welche die wirksame Gruppe 
zerstoren. 

Die Veraénderung der Absorption des Insulins bei der Be- 
strahlung lé8t sich niémlich, imsbesondere im spaéteren Stadium 
der Reaktion mit einiger Wahrscheinlichkeit auf die Bildung von 
Aldehyden zurickfiihren. Tatsachlich besteht Ahnlichkeit zwischen 
der Absorption bestrahlten Insulins und Formolinsulins. 

Neben Tyrosin oder Stoffen, die wie dieses absorbieren, ent- 
halt die wirksame Gruppe auch Anteile, die offenbar nichts mit 
Tyrosin zu tun haben. 

Die Rotationsdispersion von Tyrosin, Cystin, aktivem und 
durch Alkali inaktiviertem Insulin wurde im Sichtbaren und 
Ultravioletten gemessen. Es ist wahrscheinlich, daB die wirksame 
Gruppe des Insulins mindestens ein asymmetrisches C-Atom ent- 
hilt; doch werden die Einzelheiten der Rotationsdispersion durch 
die Kigenschaften der in iberwiegender Menge vorhandenen Amino- 
siuren der HKiweibkette tberdeckt. 

Die Empfindlichkeit von krystallisiertem und amorphem Insu- 
lin gegen Licht ist unterschiedlich. Im Zusammenhang mit che- 
mischen Reaktionen, iiber die in der 8. Mitteilung berichtet wird, 
méchten wir annehmen, daB die wirksame Gruppe in Fiweif- 
ketten verschiedener Art eingebaut ist. 

8* 
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7. Mitteilung iiber Insulin.?) 


Von 


Wilhelm Dirscherl. 


Ausgefiihrt mit Hilfe der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und 
der I. G. Farbenindustrie Werk Hoechst. Herrn Prof. E. Laqueur danke 
ich fiir die Aufnahme in seinem Institut. 


Die Bestimmungen des Blutzuckers verdanke ich Fr]. K. Hampel und 
A. Ebbecke. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1931.) 


1. Die initiale hyperglykimische Wirkung der Insulinpriparate. 

Man hat schon vor Jahren gesehen, daB einzelne Insulin- 
praparate zunaichst den Blutzuckergehalt erhéhen und daB erst nach 
kiirzerer oder lingerer Zeit die Verminderung des Blutzuckers 
erfolgt. Neuerdings haben Birger und Kramer?) gezeigt, dab 
nach intravendser Insulinzufuhr bei Menschen und Tieren der 
Blutzuckergehalt in den ersten 5—20 Minuten nach der Injektion 
steigt um dann der bekannten therapeutisch wichtigen Ernie- 
drigung Platz zu machen. Sie nannten diese paradoxe Erscheinung 
, initiale Hyperglykaémie“. Sie wiesen nach, daB diese Blutzucker- 
vermehrung vom Glykogengehalt der Leber abhingt, wahrend 
die eigentliche Insulinwirkung, die in der Verminderung des 
Zuckergehaltes zum Ausdruck kommt, ihren Angriffspunkt in der 
Muskulatur hat. Sie betrachteten die initiale Hyperglykaémie als 
zur Insulinwirkung gehorig. Es erwies sich aber nach Versuchen 
mit verschiedenen Insulinpriparaten, daf diese Erscheinung bei 
den einzelnen Insulinen verschieden stark ausgeprigt ist®) und 
beim krystallisierten Insulin vollkommen fehlt.* 5) 

Wir haben vor lingerem diese Frage gepriift und kdénnen 
sowohl bestitigen, daB amorphes Insulin die initiale Hyperglykamie 





1) 6. Mitteilung vorstehend. 

*) Z. exper. Med. 61, 449 (1928). 

8) Biirger, Klin. Wochenschr. 9, 107 (1930). 

4) E. M. K. Geiling u. A. M. de Lawder, Journ. Pharm. Exp. Therap. 
39, 369 (1930). 

°) Birger u. Kramer, Arch. f. exper. Path. 156, 1 (1930). 
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zeigt, wie daB sie beim krystallisierten fehlt. Es lieB sich ferner zeigen, 
daB amorphes Insulin, das durch Alkalibehandlung auf 4/, seiner 
urspringlichen Starke geschwiacht war, die Erhéhung noch ebenso 
gut bewirkt wie unverindertes Insulin. Inzwischen haben sowohl 
Burger’) wie Geiling?) ahnliche Versuche mit gleichem Ergebnis 
erwihnt. Beim krystallisierten Insulin bleibt die Hyperglykimie 
aus; bei einigen Tieren hatte sie sich aber doch eingestellt. Da 
bei Verwendung von krystellisiertem Insulin die Senkung des 
Blutzuckers rascher auftritt als bei unreineren Priparaten, so 
ware es vielleicht méglich, daB dadurch eine anfingliche Zucker- 
erhéhung tberdeckt wird. Es wurde deswegen auch aus krystalli- 
siertem Insulin durch Alkalischadigung ein Praparat hergestellt, 
das in diesem Falle noch 5°/, seiner urspriinglichen Stirke besaB. 
Bei 84 Tieren war keine Erhéhung zu bemerken, bei 2 Tieren 
trat eine solche von etwa 30°/, auf. Diese Wirkung muB als zu- 
fallig oder durch irgendwelche Begleitumstainde verursacht an- 
gesehen werden. Krystallisiertes Insulin zeigt also keine initiale 
Hyperglykaémie. Daraus und aus der Tatsache, daB die hyper- 
glykamische Wirkung von amorphem Insulin auch bei starker 
Schidigung der blutzuckersenkenden Fiahigkeit desselben un- 
verandert bestehen bleibt, ist der SchluB zu ziehen, daB es sich 
bei den nicht ganz reinen Praiparaten um eine Verunreinigung 
handelt, die diese Wirkung zustande bringt. 

Wir haben friiher im amorphen Insulin — im Gegensatz 
zum krystallinen — etwas SCH, festgestellt. Vielleicht enthalt 
die Blutzucker erhéhende Beimengung Methionin. 


2. Insulin und Co-Zymase. 


Bei dieser Gelegenheit mag auf den vor Jahren behaupteten 
Zusammenhang zwischen Insulin und Co-Zymase hingewiesen 
werden. Virtanen) hatte gefunden, da ein Insulinpriparat 
imstande war, die Co-Zymase der Milchsaéurebakterien zu ersetzen. 
Wir haben diesen Befund damals einer Nachpriifung unter- 
zogen.*) Es ergab sich, da von sieben verschiedenen Insulin- 
sorten des Handels die meisten keinerlei Wirkung als Co-Zymase 
aufwiesen, waihrend in wenigen Fallen eine schwache Wirkung 





1) Biirger u. Kramer, Arch. f. exper. Path. 156, 1 (1930). 

*) E. M. K. Geiling u. A. M. de Lawder, Journ. Pharm. Exp. Therap. 
39, 369 (1930). 

3) Ber. chem. Ges. 58, 696 und 2441 (1925). 

4) Freudenberg u. Dirscherl, Diese Z. 157, 64 (1926). 
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zu beobachten war. Rohinsulin, aus Pankreas hergestellt, zeigte 
eine starke co-zymatische Wirksamkeit, verlor diese aber vdllig 
bei der weiteren Reinigung, wahrend die blutzuckersenkende 
Fahigkeit erhalten blieb. Daraus war der Schlu8 gezogen worden, 
daB die co-zymatische Wirksamkeit mancher Insuline von tierischer 
Co-Zymase verursacht wird, die bei der Herstellung des betreffenden 
Insulins nicht entfernt worden war. Deshalb ist es n6étig, in 
solchen Fallen immer Praparate verschiedener Herkunft und 
Reinheit zu untersuchen. 

Virtanen lehnte unsere Folgerungen ab, weil er an unserer 
Methodik Kritik tiben zu miissen glaubte.1) Spater hat er aber 
selbst seinen friiheren Befund nicht mehr reproduzieren kénnen, 
hat unsere Ergebnisse bestatigt und infolgedessen seine Behauptung 
zurickgenommen.?) 


3. Reinigungsversuche am Insulin. 
a) Nach Dingemanse.®) 


Die hollindische Forscherin hat angegeben, daB es ihr ge- 
Jungen sei, durch eine einfache Reinigungsmethode ein Insulin 
zu erhalten, das 2—4mal so wirksam ist wie das krystallisierte 
Insulin. Du Vigneaud, Geiling und Eddy‘) haben versucht, 
nach der Methode von Dingemanse krystallisiertes Insulin zu 
reinigen. Ihre Bemihungen waren vollkommen erfolglos, an 
Stelle eines wirksameren Praéparates wurden wieder die Insulin- 
krystalle erhalten, welche die gleiche Starke aufwiesen wie vorher. 
Du Vigneaud weist darauf hin, da8 er mit Rinderinsulin arbeitete, 
wihrend er vermutet, daB Dingemanse Schweineinsulin in 
Handen hatte. 

Bei der grundsatzlichen Wichtigkeit dieses Problems inter- 
essierten wir uns fiir eine Reproduktion der Dingemanseschen 
Ergebnisse. Herr Prof. Laqueur und Frl. Dr. Dingemanse 
hatten die Liebenswiirdigkeit, uns in Amsterdam hergestellte 
Praparate im November 1929 zu schicken. Diese waren aber 
nach ihrer Ankunft in Heidelberg schon stark geschwiécht und 
niemals wirksamer als krystallisiertes Insulin. Dingemanse 


1) Diese Z. 160, 308 (1926). 
2) 5. Mitteilung iitber Milchsiuregirung. Diese Z.. 174, 1 (1928). 
8) Arch. f. exper. Path. 128, 44 (1928). Arch. Néerland. de Physiol. 
de Vhomme 12, 259 (1927). 
*) Journ. Pharmacol. a. Exp. Therap. 38, 497 (1928). 
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hatte friiher schon angegeben, daB sich die hochwirksamen 
Priparate nur kurze Zeit ohne Verlust an Aktivitét aufbewahren 
lassen. Um die Versuche an Ort und Stelle zu sehen und auch 
selbst durchzufiihren, begab ich mich im Dezember 1929 nach 
Amsterdam in das Pharmaco-Therapeutische Laboratorium von 
Laqueur. Dort wurden an 7 aufeinander folgenden Arbeitstagen 
von Amsterdamer Kollegen und von mir nach der Methode von 
Dingemanse Priparate bereitet und subkutan injiziert. Die 
Reinigung besteht einfach darin, da8 zuerst das Insulin aus einer 
n/100 HCl-Lésung mit einer bestimmten Kohlesorte (Supranorit) 
adsorbiert, aus dem abgeschleuderten und mit Alkohol ge- 
waschenen Adsorbat mit 85°/,igem Phenol eluiert und aus diesem 
durch EingieBen in viel Wasser wieder ausgefallt wird. Dieses 
vorgereinigte Insulin hat nach Dingemanse etwa die doppelte 
Starke wie das krystallisierte Insulin. Dieses erste Produkt wird 
nun in sekundérem Natriumphosphat geldést und daraus mit einer 
zweiten Kohlesorte adsorbiert. Dieses Adsorbat wird wie das erste 
behandelt und ergibt ein Produkt, das etwa 4mal so wirksam 
sein soll wie das krystallisierte Insulin. 

Es ist bei diesen Versuchen in Amsterdam, je nachdem ob 
die Reinigung nur bis zum ersten oder bis zum zweiten Stadium 
getrieben wurde, immer gelungen, ein Insulin zu erhalten, das 
2—4mal soviel Einheiten im Milligramm enthielt als das kry- 
stallisierte Insulin. An jedem Tage wurde zum Vergleich entweder 
das internationale Standardpraparat oder krystallisiertes Insulin 
selbst einer Reihe von Tieren injiziert. Die EHinzelheiten der 
Versuche sind im Versuchsteil einzusehen (Tab. 2). 

Auf der Riickreise nach Heidelberg nahm ich das Priaparat 
Nr. 179, das in Amsterdam 50 E/mg aufwies, als Trockenpulver, 
teils in einer mit Eis gefiillten Thermosflasche, teils ohne weiteren 
Kalteschutz mit, auBerdem simtliche Ausgangsmaterialien. Das 
eisgekiihlte Praparat zeigte einen Tag spater injiziert noch 20 bis 
25 Einheiten, wihrend das andere nur mehr 8—10 Einheiten auf- 
wies. Am gleichen Tage wurde in Amsterdam das Praparat noch- 
mals geeicht und zeigte noch 50 I.E., wahrend ein bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrtes Priparat, das noch eine Nacht ge- 
schiittelt wurde, dadurch von 28 KE. auf 12 E. im Milligramm 
zurickging. Das Schiitteln auf dem Transport kann also wohl 
schidigend gewirkt haben (Tab. 2, Verss. 7 und 8). 

Die Nacharbeit der Versuche in Heidelberg mit den mit- 
gebrachten Materialien ergab in mehreren Parallelversuchen in 
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keinem Fall ein Insulin, das wirksamer war als krystallisiertes. Auch 
Jensen und de Lawder!) haben im Juli 1930 mitgeteilt, daB 
sie mit den Amsterdamer Materialien keine Reinigung iiber das 
krystallisierte Insulin hinaus erzielt haben. Sie bestatigen auch 
die Instabilitaét der erhaltenen Produkte. 

Ich bin der Ansicht, daB es prinzipiell gelingt, nach der 
Methode von Dingemanse Priparate von gréBerer Wirksamkeit 
herzustellen als sie das Abelsche Insulin aufweist. Die zahl- 
reichen MiBerfolge, die bei der Beschaftigung mit dieser Frage 
immer wieder (auch in Amsterdam) auftreten, sind nach meiner 
Meinung auf die geringe Haltbarkeit der hochwirksamen Insulin- 
priparate zuriickzufiihren. Wenn schon in den gelungenen Ver- 
suchen ein rasches Abfallen der Wirksamkeit zu konstatieren ist, 
so ist es sehr wohl méglich, daB bei anderen Versuchen bereits 
wahrend der Aufarbeitung weitgehende Inaktivierung eintritt. 
Gerade die Labilitét dieser Produkte ist ein Zeichen fiir ihre Rein- 
heit. Beim krystallisierten Insulin ist weder von anderen Autoren 
noch von uns eine derartige stark ausgepraigte Labilitat fest- 
gestellt worden. 

Man kann zu den Versuchen der amerikanischen Forscher 
sagen, da sie vielleicht zu der Reihe von negativen Versuchen 
gehoéren, die auch bei den Originalversuchen nach Dingemanse 
nicht auszuschlieBen sind. 

Aus alledem ergibt sich, daB das krystallisierte Insulin von 
Abel wohl das reinste, bisher bekannte, stabile Insulin darstellt. 


b) Reinigungsversuche des Insulins mittels Tonerde Cy. 


Da sich aus den Versuchen nach Dingemanse die grund- 
sitzliche Méglichkeit ergibt, Insulin mittels Adsorption und 
Elution zu reinigen, erhebt sich die Frage, ob es nicht durch 
Anderung der Reaktionsumstinde gelingt, bessere Ergebnisse zu 
erzielen. Man hat schon vor Jahren Insulin an Benzoesaure ad- 
sorbiert und es daraus in Freiheit gesetzt dadurch, daB man die 
Benzoesiure mit Ather wegschaffte. Diese Methode versagte aber, 
wenn die Priparate etwas reiner geworden waren. Sonst ist be- 
kannt, daB es wohl gelingt, Insulin an Kohle zu adsorbieren, 
daB es aber (mit Eisessig) nicht mehr méglich ist, es zu eluieren (im 
Gegensatz zu pflanzlichem Insulin, dem sogenannten Glukokinin). 

Es sollte die Adsorption an Tonerde untersucht werden, zu- 
naichst an C,. Die Tab. 8 im Versuchsteil zeigt einige Versuche 





1) J. of biol. Chem. 87, 701 (1930). 
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mit Variation des Verhaltnisses zwischen Insulin und Adsorbens 
und des Volumens der Gesamtfliissigkeit. Es wurden bestenfalls 
etwa 75°/, des Gesamteinheitengehaltes adsorbiert, wobei in 
Losung ein unreineres Insulin zuriickbleibt, das im Milligramm 
der Trockensubstanz nur noch zwei Drittel seiner friiheren Wirk- 
samkeit besitzt. Es mu8 also der wirksame Anteil des ver- 
wendeten amorphen Insulins stirker adsorbiert worden sein als 
die Ballaststoffe. Die Versuche waren alle bei px = 4 ausgefiihrt. 

Bei Verwendung von Tonerde A zeigte sich ebenfalls eine 
ihnliche Verteilung zwischen Lésung und Adsorbat wie bei Ton- 
erde C,. 

An Lignin vollzieht sich die Adsorption des Insulins schlechter. 

Elutionsversuche wurden unternommen mit Phosphat, Gly- 
cerin-ammonphosphat, verdiinntem Ammoniak, Glycerin, [is- 
essig, Alkohol, 80°/,igem Phenol. Es lieBen sich stets nur kleine 
Mengen unreinen Insulins gewinnen. 

Es sollen gelegentlich weitere Adsorptionsversuche mit an- 
deren Adsorbentien unternommen werden. 


c) Reinigungsversuche mit Salzsiaure. 


Es soll an dieser Stelle nur auf die friiher!) gewonnenen 
Ergebnisse hingewiesen werden, die gezeigt haben, daB aus ver- 
schieden reinen Insulinpriéparaten durch Erhitzen mit n/10-HCI 
auf dem siedenden Wasserbad unter eventuellem Zusatz von Koch- 
salz recht reine Produkte entstehen, die im Milligramm 15 bis 
20 I.E. enthalten. Dasselbe Material erhalt man aus krystalli- 
siertem Insulin.?) Es ist interessant, daB man auf diesem Wege 
zu Insulinpréparaten kommt, die in bezug auf die Wirksamkeit 
dem krystallisierten Insulin recht nahe kommen, es aber nicht 
iiberholen. Das spricht in gewissem Sinn fiir die Annahme, daB 
das Abelsche Insulin kein Zufallsprodukt ist, sondern daB es 
sich um etwas Definiertes handelt. 


Versuche. 
1. Die initiale hyperglykamische Wirkung der Insulinpraparate. 


Injiziert wurde in die Randvene des Kaninchenohres. Die Blutentnahme 
zur Bestimmung des Zuckergehaltes erfolgte in allen Fallen 5, 10, 90 Minuten 
nach der Zufiithrung. Jeder Wert, der iiber dem anfanglichen liegt, ist 
fettgedruckt. 


1) Freudenberg, Dirscherl u. Eyer, Diese Z. 187, 90 (1930). 
2) V.du Vigneaud, E. M. K. Geiling, C. A. Eddy, J. of Pharm. 
and Exp. Therap. 38, 497 (1928). 
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Tabelle 1. 
Anzahl Dosis Blutzucker in mg-°/, 
in inter- ee eee a re nn ee en eee See a 
Insulin der ver- nationalen nach q 
wendeten | Kinheiten anfangs |_ eile 3 
Tiere | pro 2 kg*) ' | 5 Min. | 10 Min. | 90 Min. 
Ho 19 9 0,7 100 115 107 | 71 
(10 LE. 9 1,4 101 11i = (<G$és«d108 51 
pro mg) 6 2,5 98 1146 =—s«&1 | 50 
6 3,0 99 116 ~=—s:109 40 
6 3.5 102 109 =e] ad 
6 3,9 99 110 0=—_—sdBe—“‘“‘!ESSO89 
H6 19, mit 3 0,7 102 112 ~=~=— 110 | 75 
NaOH 3 1,4 102 | 1089 | = 102 | 63 
behandelt 6 2,5 102 125 £124 | 84 
St. = 0,22 6 3,0 95 118 116 70 
6 3,5 100 112 10 |S 
6 3,9 104 114 108 56 
Krystallis. 6 0,4 99 99 =| 80 70 
Insulin 9 0,8 99 104 | 82 61 
(25 I.E. 9 1,2 9 | 104 81 49 
pro mg)’ 6 1,6 96 94 70 35 
3 2,0 99 87 62 39 
3 2,8 96 82 59 | 43 
Krystallis. 9 0,7 98 100 100 89 
Insulin 9 1,4 101 | = 116 119 ~=——s«102 
mit NaOH 3 2,0 95 04 92 95 
behandelt 3 2,8 97 98 96 97 
St. = 0,05 3 4,2 87 88 90 82 
3 5,6 7 | 98 | 96 92 
3 7,0 101 104 99 97 
3 8,4 98 105 98 87 











*) Bei den NaOH-behandelten Insulinen bedeutet es: urspriingliche 
Einheiten. 


Als amorphes Insulin kam ein Praparat von Hochst zur An- 
wendung. An insgesamt 42 Tieren gepriift, ergaben 0,7—4 I.E. 
eine Erhéhung des Anfangsblutzuckers von 100 mg-°/, auf 110 
bis 115 nach 5 Minuten, wahrend nach 10 Minuten schon ein 
kleines Absinken sichtbar wird. Die verschiedenen Dosen zeigen 
keinen wesentlichen Unterschied in bezug auf Starke und Dauer 
der Hyperglykaémie. 

Das eben Gesagte gilt auch gleicherweise fiir dasselbe Praparat, 
das durch Alkaliwirkung auf 0,22 seiner urspriinglichen Starke ge- 
schwacht war. Vielleicht ist die Wirkung in bezug auf die Er- 
héhung etwas staérker und anhaltender. 
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Krystallisiertes Insulin zeigte an 33 Tieren keine anfingliche 
Erhéhung des Zuckers. An 8 Tieren wurde nach Injektion von 
1,2 Kinheiten Zunahme auf etwa 180 mg-°/, beobachtet. Das 
kommt in der Tabelle kaum zum Ausdruck, da der Mittelwert 
durch die gleichbleibenden Werte der 6 anderen Tiere herab- 
gedrickt wird. 

Krystallisiertes Insulin, mit Alkali auf 5°/, abgeschwacht, 
verursachte an 84 Kaninchen keine Erscheinung, bei 2 Tieren 
wieder Erhéhung auf etwa 150 mg-°/, (mit 1,4 Einheiten). 

Diese seltenen Wirkungen sind sicherlich zufallige. 


9, Reinigungsversuche am Insulin nach der Methode von E. Dingemanse. 


Hier sollen nur die in Amsterdam selbst gewonnenen, posi- 
tiven Ergebnisse erwaihnt werden, da alle anderen Versuche, wie 
im allgemeinen Teil ersichtlich, negativ verlaufen sind. 

Die gereinigten Priparate waren immer in so viel m/15-Na,HPO, ge- 
lést, daB die zu injizierende Dosis 1 ccm betrug (pro Kaninchen von un- 
gefahr 2 kg Gewicht). 

Krystallisiertes Insulin bzw. internationales Standardinsulin waren stets 
in n/100-HCl gelést und enthielten auch die jeweils angegebene Dosis in 
etwa 1 ccm. 

In Versuch | und 8 ist jede Dosis an je 6 Tieren injiziert, in Versuch 3 
an je 4, in allen anderen an je 3 Tieren. 

Zur Zuckerbestimmung ist die colorimetrische Methode von Folin-Wu 
verwendet worden, mit Ausnahme von Versuch 2, der nach Hagedorn- 
Jensen bestimmt wurde. 

In der letzten Vertikalspalte der Tab. 2 ist angegeben, wie- 
viel Internationale Einheiten 1 mg des betreffenden Insulins ent- 
halt. Wie diese Zahl erhalten wird, sei hier an Hand der Daten 
des Versuches 2 besprochen. Die mit der Dosis 0,006 mg inji- 
zierten Kaninchen zeigen im Durchschnitt einen Anfangszucker- 
gehalt von 97 mg-°/,, nach 1,5 Stunden von 66. Daraus er- 
rechnet sich, wie in der 2. Mitteilung iiber Insulin ausfihrlich 
beschrieben, eine Senkung von 60°/,. Nach der Tab.1 derselben 
Ver6ffentlichung!) entspricht das 0,35 Labor-Einheiten (pro 
2kg Kaninchen). 1 Labor-Einheit ist dann in 0,017 mg des 
Priparates enthalten. Aus diesen mit verschiedenen Dosen er- 
zielten Werten wird der Durchschnitt genommen. Das ist im 
Versuch 2 fiir das Priparat Nr. 176 0,013 mg; es sind mithin im 
Milligramm 77 Labor-Einheiten enthalten. 





1) Diese Einheitentabelle hat sich besser bewahrt als die spater in der 
3. Mitteilung angegebene und wird im hiesigen Institut stets benutzt. 
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Tabelle 2. 
Li hin oe mg-"/o hens 
A nach sp 
oe Datum Praparat on a a I.E. 
kK akg Ka-| acs) 45 | 90 | 120 | im mg 
ninchen | ©" Min. | Min. | Min. 
] 9. 12. 29 Nr. 150 0,02 — — - 45 55 
I. Stand. 0,139 — — os 46 8 
2 | 11. 12. 29 Nr. 176 0,006 97 73 66 _ 9] 
0,009 | 107 | 58 | 47 | — 
I. Stand. | 0,092 | 102 | 55 | 57 | — . 
0,139 104 | 44 38 —_ 
3 | 12. 12. 29 Nr. 177 0,006 107 oe 57 
0010 | 114 | — | 38 | — 100 
0,015 | 103 | — | 42 | — 
I. Stand. | 0,069 | 109 | — | 56 | — 
0,093 108 — 47 — 8 
0,139 113 — 33 — 
4 | 16.12. 29 Nr. 179 0,013 106 — 40 —_— 67 
0,020 | 109 | — | 37 
kryst. 0,027 in 50 — oF 
0040 | 11 | — | 41 | — 
5 | 17. 12. 29 Nr. 179 0,013 103 | — 43 _ 50) 
0,020 | 112 -- 40 — 
Nr. 180 0,007 104 _— 48 — 100 
0,010 | 101 --- 40 
kryst. 0,027 113 | — 47 _ os 
0040 | 97| — | 38 | — 
6 | 18.12.29 | Nr. 179 0,013 | 106 | — | 64 | — J) 96 
(Zimmert.) 0,020 106 ||  — 62 
Nr. 179 0,013 104 | — 53 _ 5() 
(Eis) 0,020 | 108 | — | 41 | — 
kryst. 0,027 "| 52 -- 25 
0,040 | 10 | — 41 — 
7] 19.12.29 | Nr. 179 0,03 mi. lo 1 
(Eis) 0,04 99 | — | — | 49 25 
0,05 oi —- i — | a 
Nr. 179 003 | 104 | — | — | 70 
0,04 Siw ls. | 10 
0,05 ae fe | 
8 | 19. 12. 29 Nr. 179 0,02 oi; ~— | ma | = 50 
(Kis) eo i 
Nr. 179 003 | 106) — | 67 | — 12,5 
(Zimmert., | : 
zuletzt iiber | | 
Nacht ge- | | 
schiittelt) | 
| | 
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Fiir das zum Vergleich injizierte Standardinsulin ergeben sich 
6,7 Labor-Einheiten. 

Da nun das Standardinsulin vereinbarungsgemé8 8 I.E. pro 
1 mg enthalt und das Préparat Nr. 176 77: 6,7 = 11,4mal so viel 
Labor-Einheiten aufweist als das Standardinsulin, so hat Nr. 176 
8 x 11,4 = 91 Internationale Einheiten. 


Zu Versuch 1: Priparat Nr. 150 war schon im November 
bereitet und bei 0° aufbewahrt worden. Von ihm war nach 
London und Heidelberg geschickt worden. Wir hatten in Heidel- 
berg sofort nach Ankunft des Priparates im Vergleich mit krystalli- 
siertem Insulin festgestellt, daB es wie dieses etwa 25 I.E. ent- 
hielt, aber nicht mehr. Hier in Amsterdam ergab sich fiir Nr. 150 
56 I.E. im Milligramm. 


Die Anfangswerte des Blutzuckers waren hier nicht gemessen, euBer- 
dem nur je 1 Dosis injiziert worden. Insofern ist dieser Versuch nicht ganz 
einwandfrei. Wie die folgenden Versuche zeigen, ist er aber zur Auswertung 
geeignet. 

Zu Versuch 2: 80mg Insulin wurden aus Phosphat adsorbiert mit 
120 mg Kohle I und ergaben 12 mg Praparat Nr. 176. Hersteller: van Bronk- 
horst. 


Zu Versuch 3: 50 mg Insulin, 75mg Kohle I, Adsorption aus Phos- 
phatlésung. Ausbeute 7 mg Praparat Nr. 177. Hersteller: Dirscherl. 


Zu Versuch 4: 400 mg Insulin, 960 mg Kohle III, aus Salzsiure ad- 
sorbiert. Ausbeute 65mg. Hersteller: Dirscherl. 


Zu Versuch 5: Praparat 180 ist hergestellt aus 50mg Praparat 179, 
75mg Kohle I, Adsorption aus Phosphat. Ausbeute 7 mg. Hersteller: 
Dirscherl. 


Praparat 179 ist 22 Stunden alt, bei 0° aufbewahrt. Leichte Scha- 
digung. Riickgang der Wirksamkeit von 67 auf 50 I.E. im Milligramm. 


Zu Versuch 6: Eichung von Praparat 179, nachdem ein Teil des 
Trockenpulvers 46 Stunden bei 0°, der andere Teil ebensolange bei Zimmer- 
temperatur gestanden hat. Das eisgekiihlte Praparat hat noch 50 1.E. wie 
am Vortage, das andere ist weiter geschadigt, enthalt noch 28 I.E., ist also 
so wirksam wie krystallisiertes Insulin. 


Zu Versuch 7: Meine Riickreise von Amsterdam erfolgte am 18. 12. 29 
nachts. Am 19,12. nachmittags 3 Uhr wurde Praparat 179 in Heidelberg 
injiziert. Das in der eishaltigen Thermosflasche aufbewahrte Pulver hatte 
noch 25 1.E., das ohne besonderen Schutz transportierte etwa 10 1.E. im 
Milligramm. 


Zu Versuch 8: In Amsterdam wurde ebenfalls am 19. 12. Praparat 179, 
das jetzt 72 Stunden bei Eiskiihlung aufbewahrt war, injiziert. Es enthielt 
noch 60 I.E., wahrend ein anderer Teil, der schon 46 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stand und hierauf iiber Nacht geschiittelt wurde (um die Schwan- 
kungen auf dem Transport nachzuahmen) auf 12 I.E. geschwacht war. 
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Aus den letzten Angaben ist zu ersehen, daB Schiitteln 
offenbar schadigend wirkt. Ebenso sicherlich Aufbewahrung bej 
gewohnlicher Temperatur. 


3. Reinigungsversuche mit Tonerde C,. 


Diese Versuchsreihe wurde mit einem amorphen Insulin 
Hochst durchgefihrt (9 I.E./mg). Es war mit Absicht nicht das 
krystallisierte Préiparat gewahlt worden, da es sich bei diesem 
moglicherweise um ein stabilisiertes Produkt handeln kénnte, das 
schwieriger zu reinigen ist als ein noch nicht krystallisiertes 
Insulin. 

Zu den Versuchen wurden keine Pufferlésungen verwendet, 
da immer erst die Kinwirkung dieser auf den Blutzuckergehalt bei 
der Injektion festgestellt werden mu und dabei Komplikationen 
auftreten kénnen. Es wurde also immer in waBriger Lésung 
vom pa etwa 4 adsorbiert und nach kurzem Stehenlassen bei 
Zimmertemperatur abgeschleudert und die Lésung im Tier- 
versuch auf ihren Insulingehalt untersucht. 

Je 10 mg Insulin pro Ansatz. 


























Tabelle 8. 
Volumen ioe: . Tonerde C, | Nichtadsorbierter Anzahl a 
Vers. in ccm Anteil in °/ 
Nr. Gesamt- (1 ccm = 18 mg der eingesetaten wee endeten 
fliissigkeit Trockensubstanz) Einheiten Tiere 
1 2,5 2,0 29 12 
2 2,5 1,2 25 12 
3 2,5 0,6 35 24 
4 2.5 0,1 95 12 
5 10 0,6 30 24 
6 10 0,2 35 80 
7 25 1,0 39 12 
8 25 0,2 63 12 
9 10 0,2* ) 23 24 














*) V°rsuch Nr. 9 wurde mit Tonerde A ausgefiihrt mit ahnlichem 
Ergebnis. 


In einem Versuch éhnlich dem Nr.6 wurde nach der Ad- 
sorption das abgeschleuderte Adsorbat in n/10-HCl 10 Minuten 
auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. Es ist fast alles in Lésung 
gegangen. In dieser Lésung sind statt 75 Hinheiten nur noch 20 
nachweisbar. 

Die Elutionsversuche sind alle negativ verlaufen, werden 
deshalb nicht geschildert. 
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In einem anderen Versuch mit denselben Verhialtnissen, aber 
10facher absoluter Menge, -wurde die abgeschleuderte Fliissigkeit 
eingedampft und nach dem Aufnehmen in Methylalkohol mit Ather 
gefillt und getrocknet. Es wurden aus 100mg Insulin 61 mg 
Riickstand gewonnen, die im Milligramm nur mehr 66°/, der 
urspriinglichen Einheiten enthielten. Es ist also der wirksame 
Anteil dieses amorphen Insulins besser adsorbiert worden als die 


Ballaststoffe. 
Zusammenfassung. 


Die ,,initiale Hyperglykémie“, die nach intravenéser Zufuhr 


: mancher Insulinpraéparate beobachtet werden kann, ist auf die 
_ Wirkung einer Beimengung zuriickzufiihren, die dem krystalli- 
_ sierten Insulin nicht mehr anhaftet. 


Nach der Methode von Dingemanse ist es mir gelungen in 


: Amsterdam Insulinpréparate herzustellen, die bis 4mal so wirk- 
' sam waren wie krystallisiertes Insulin. DaB dieses Ergebnis nur 


; miBlang. 


_ selten reproduziert werden kann, wird mit der raschen Zerstérung 
- der labilen Praparate erklart. 


Insulin 1éBt sich gut an Tonerde C, adsorbieren. Die Elution 


Das krystallisierte Insulin von Abel muB8 als das bisher 


| reinste stabile Insulinpraéparat betrachtet werden. 
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Nachdem sich ergeben hatte, da8 die physiologisch wirksame 
Gruppe des Insulins durch kein hydrolysierendes Mittel bloB- 
gelegt werden kann, wurde versucht, diese Gruppe, die nur einen 
sehr kleinen Teil des gesamten HiweiSmolekiils ausmacht, inner- 
halb der sie umgebenden EiweiSbausteine zu untersuchen. Dies 
geschah durch quantitative Verfolgung chemischer Anderungen, 
denen das Insulin unterworfen wurde und gleichzeitige Messung 
der dabei einsetzenden Veranderung, gegebenenfalls auch der 
Wiederherstellung seiner physiologischen Wirksamkeit. 

Dieses Verfahren hat bisher mancherlei Ergebnisse gezeitigt, die 
in der 10. Mitteilung besprochen werden und deshalb hier nicht 
angefiihrt werden sollen. Die vorliegende Mitteilung berichtet 
iiber die Fortsetzung der Versuche, durch gleichzeitige Ver- 
folgung chemischer Einwirkung und Anderung der Wirksamkeit 
Einblick in die in das EiweiB des Insulins eingebaute wirksame 
Gruppe zu -gewinnen. 





1) 7, “Mitteilung voranstehend. 
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1. Die Einwirkung von Alkali auf Insulin.') 

Das wertvollste Ergebnis unserer bisherigen Versuche ist die 
Feststellung’), daB wiahrend der Inaktivierung durch verdiinntes 
Alkali und parallel zu ihr eine duBerst geringe Menge (weniger 
als 0,2°/5) Ammoniak abgespalten wird. Wir muBten friiher die 
Frage offen lassen, ob die abgespaltene fliichtige Base, die mit 
Nesslers Reagens bestimmt wurde, wirklich Ammoniak oder 
ein Derivat desselben ist. Denn auch Methylamin liefert eine 
Farbung mit Nesslers Reagens, die sich allerdings im Farbton 
und durch die geringere Intensitaét von der des Ammoniaks unter- 
scheidet.2) In eigenen Versuchen wurde festgestellt, daB 7 Ge- 
wichtsteile Methylamin etwa dieselbe Farbung geben wie ein Teil 
Ammoniak. Man kann aber wegen der Verschiedenheit des Farb- 
tons keine genaue Ubereinstimmung der beiden Farbungen er- 
zielen. Auch die Farbung, die Insulin nach Alkalibehandlung mit 
Nesslers Losung gibt, ist etwas verschieden von der durch 
Ammoniak hervorgerufenen. Wir haben deshalb zunachst die ge- 
bildete Base der Destillation unterworfen und zwar nach der 
Methode von Parnas und Heller.*) Diese besteht darin, daB 
man unter Zusatz von Boratpuffer (px 9) das Ammoniak aus der 
Lésung unter vermindertem Druck mit Wasserdampf destilliert. 
In wenigen Minuten ist die Destillation beendet. In Kontroll- 
versuchen mit geringen Mengen Ammoniak lieB sich zeigen, daB 
man beispielsweise 0,2 mg Ammoniak quantitativ im Destillat 
wiederfindet, sowohl titrimetrisch wie colorimetrisch. 

Nunmehr wurde die aus kristallinem Insulin durch n/30- 
Natronlauge bei 80° in 3 Stunden abgespaltene Base sowohl 
titrimetrisch wie colorimetrisch bestimmt. In beiden Fallen wurde 
0,14 bis 0,17°/, gefunden, als Ammoniak berechnet. Da die durch 
Titration erhaltenen Werte gut mit den durch colorimetrische 
Bestimmung erhaltenen iibereinstimmen, mu8 Ammoniak vor- 
liegen. 

Ware die destillierte Base Methylamin, so wiirde man titri- 
metrisch statt 0,15°/, Ammoniak die aquivalente Menge 0,27°/, 
Amin finden. Bei etwa der gleichen Farbung mit Nesslers Reagens 





1) Da in allen unseren Arbeiten krystallisiertes Insulin verwendet wird 
(nachdem die Vorversuche mit amorphen Praparaten abgeschlossen sind), 
bedeutet Insulin stets krystallisiertes Insulin. 

2) 5. Mitteilung, Diese Z. 187, 89 (1930). 

3) Classen, Ausgew. Meth. d. anal. Chemie 2, 113 (Braunschweig 1903). 

*) Biochem. Z. 152, 1 (1924). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCII. 9 
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entsprechen aber 0,15°/, Ammoniak 1,05°/, Methylamin. Alkyl- 
amin kann also sicherlich nicht entstanden sein, da Titrations- 
und Farbwert in dieser Beziehung nicht zueinander passen. 

Es interessierte uns, ob bei der Inaktivierung des Insulins 
durch Alkali auBer der Abspaltung von Ammoniak noch weitere 
Verainderungen wahrzunehmen sind. Wir haben deshalb unter 
anderem untersucht, ob sich der Gehalt an freiem Aminostick- 
stoff vielleicht vergréBert hat. Es hat sich an zwei verschiedenen 
amorphen Insulinpréparaten (10 bzw. 25 I.E./mg) zeigen lassen, 
daB der van Slykewert vollkommen unverdndert ist gegen- 
iiber dem urspriinglichen Insulin. Wie zu _ erwarten, findet 
durch die gelinde Einwirkung der n/30-Natronlauge keine Hydro. 
lyse statt. 

Das ist von Wichtigkeit fir die Beurteilung der Entace- 
tylierung des Acetylinsulins. Friiher!) wurde festgestellt, daB bei 
der Behandlung von Acetylinsulin mit Alkali unter den wblichen 
Bedingungen wieder ein Teil der vorher acetylierten Aminogruppen 
frei wird. Da8 das nicht auf einer Hydrolyse von Peptidbindungen 
beruht, wird sehr wahrscheinlich, da Insulin selbst auch nicht 
aufgespalten wird. Vielleicht handelt es sich um eine Abspaltung 
von Acetyl aus gewissen Aminogruppen, ein Vorgang, den man 
eigentlich fiir unwahrscheinlich halten méchte. 

In der 9. Mitteilung, bei der Besprechung der Einwirkung 
des Papains auf Insulin, werden Versuche erwaéhnt, in denen 
mit n/30-Alkali behandeltes Insulin der Fermenthydrolyse unter- 
worfen wurde. Schon eine Behandlung bei 1—8° wahrend eines 
Tages hat geniigt, um das Insulin so zu verandern, daB es von 
Papain langsamer aufgespalten wird; bei intensiverer Alkali- 
behandlung war die Veraénderung noch deutlicher. Das Insulin 
wird schwerer angreifbar fiir das Ferment. Unsere Vermutung, 
daB es sich um eine Umlagerung von EjiweiSgruppen handle, 
wurde bestitigt, als es gelang, durch Einwirkung von Salzséure 
diese Veriinderung des InsulineiweiBes wieder teilweise riick- 
gangig zu machen. 

Da sich kein Anhaltspunkt ergeben hat, daB sich bei der 
Inaktivierung des Insulins durch n/30-Alkali bei 34° auBer der 
Ammoniakabspaltung noch ein anderer Vorgang abspielt, der mit 
der Zerst6rung der Wirksamkeit in direktem Zusammenhang 
steht, haben wir versucht, ob es nicht gelingt, durch Behandlung 





1) W. Dirscherl, Diese Z. 180, 230 (1929). 
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des Alkaliinsulins mit Ammoniak unter verschiedenen Be- 
dingungen die Aktivitét wieder herzustellen. Alle diese Versuche 
sind gescheitert. Insulin Héchst, das auf 4°/, seiner urspriing- 
lichen Starke geschidigt war, wurde mit verdiinntem und kon- 
zentriertem waéBrigen Ammoniak, auch mit fliissigem Ammoniak 
(einige Stunden lang in Kaltemischung) stehen gelassen, ohne 
daB eine Regenerierung zu beobachten war. In Kontrollversuchen 
wurde festgestellt, da unverandertes Insulin diese Behandlung 
ohne Schédigung vertragt. 

Es wurde erwahnt, daB mit Alkali behandeltes Insulin 
sich vom urspriinglichen Insulin in seinem Verhalten gegeniiber 
Papain ein wenig unterscheidet. Dagegen sind die Absorptions- 
diagramme von Insulin und durch Alkali inaktiviertem Insulin 
in alkalischer bzw. in saurer Lésung unter sich gleich. Die 
chemische Veranderung wahrend der Inaktivierung durch Alkali 
betrifft offenbar einen so kleinen Teil des Molekiils, daB sie sich 
im Absorptionsdiagramm nicht bemerkbar macht, obwohl die 
wirksame Gruppe, nach ihrer Empfindlichkeit gegen ultraviolettes 
Licht zu schlieBen, Absorption im nahen Ultraviolett aufweisen 
muB. Uber diese optischen Versuche ist in der 6. Mitteilung 
(Abschnitt II, 1 und 2) ausfiihrlich berichtet worden. 


2. Die Einwirkung von Saure auf Insulin. 


Es ist seit langem bekannt, daB Insulin gegen Sduren viel 
widerstandsfahiger ist als gegen Alkalien. Ebensowenig aber wie 
man noch bis vor kurzem etwas genaueres iiber die Schidigung 
durch Alkali wuB8te, ist man im Bilde, worauf die Zerstérung des 
Insulins durch Séuren beruht. 

Es gibt zwei Méglichkeiten. Entweder verlaiuft die Saure- 
schidigung ebenso wie die Alkalischadigung: es wird ebenfalls 
Ammoniak abgespalten und deshalb die Wirksamkeit zerstért. 
Das ware gut denkbar, wenn es sich um eine Stickstoffgruppe 
handelt, aus der mit Alkali leichter als mit Saure Ammoniak 
freigesetzt wird. Die zweite Méglichkeit aber ist, daB sich bei 
der Einwirkung von Sdure ein ganz anders gearteter Vorgang 
abspielt. Es ist wichtig festzustellen, ob die beiden Reaktionen 
am gleichen Ort eingreifen oder an zwei verschiedenen Stellen 
im Molekiil. 

Zunichst tritt die Schwierigkeit auf, da8 bei der Behandlung 
mit Salzsiéiure viel gréBere Mengen Ammoniak auftreten als bei 
der mit Alkali. 

Q* 
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Diese Versuche sind mit einem amorphen Insulin Welcome 
(25 Internationale Einheiten im Milligramm) und mit krystalli- 
siertem Insulin von derselben Wirksamkeit ausgefiihrt worden. 


Es hat sich ergeben, da8 schon nach 1 stiindigem Erhitzen 
in n/10-Salzsiure ungefihr 0,5°/, Ammoniak abgespalten sind, 
wihrend die Wirksamkeit des Insulins ganz oder fast ganz un- 
verindert geblieben ist. Die Menge des abgespaltenen Ammo- 
niaks nimmt dann weiterhin zu bis 1,5—2°/,, wobei die Starke 
immer noch etwa 1/, betragt. 

Mit 0,5 n-Salzsiure gehen bei 32° Schadigung und Ammo- 
niakabspaltung langsamer vor sich, aber ungeféihr im gleichen 
Verhiltnis. Nach 30 Tagen war noch 1/, der Wirksamkeit vor- 
handen und iiber 1°/, Ammoniak frei geworden. 

Es ist natiirlich médglich, daB in dieser betraichtlichen Menge 
Ammoniak, die bis zur volligen Zerstérung des Insulins ab- 
gespalten wird, die 0,15°/,, die bei der Inaktivierung durch 
Alkali entstehen, enthalten sind. 

Bei der Betrachtung der bisher erzielten Resultate sieht man, 
daB die Stickstoffgruppe, die mit Alkali Ammoniak liefert, einiger- 
maBen verschieden sein muB von den iiblichen EiweiBgruppen. 
Sie mu gegen Alkali viel empfindlicher sein als es die anderen 
Stickstoffgruppen des EiweiBes sind, die mit Alkali kein Ammo- 
niak abspalten. Dagegen bilden diese mit Séure viel rascher 
Ammoniak als die an der Wirksamkeit beteiligte Gruppe. 


Wir haben friiher an unreineren Insulinpraparaten gesehen, 
daB ein mit Salzsiure erhitztes, koaguliertes Insulin von hoher 
Wirksamkeit 1—2°/, weniger Stickstoff enthielt als das Aus- 
gangsinsulin. Wir hatten damals die Ammoniakabspaltung noch 
nicht verfolgt. Sie scheint aber nach Orientierungsversuchen an 
Resten der friitheren Praéparate gréBer gewesen zu sein als in den 
hier mitgeteilten Versuchen. Wir haben an dem hier verwendeten 
Insulin Welcome einen Bilanzversuch gemacht. Hierzu wurde 
in n/10-Salzsiure 1 Stunde erhitzt. Es stellte sich heraus, daf 
bei Beriicksichtigung des frei werdenden Ammoniaks aller Stick- 
stoff im Koagulat und im Filtrat des Salzsiureversuchs zu finden 
ist. Der Stickstoffgehalt des koagulierten Insulins ist etwas ge- 
ringer als im Ausgangsinsulin, der des im Filtrat befindlichen 
schwach wirksamen Insulinanteils ist noch geringer. Der Rest 
befindet sich als NH, in Lésung. Der Gehalt des Koagulates an 
freiem Aminostickstoff lieB sich nach der Methode von van Slyke 
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als unverdndert feststellen. Dasselbe gilt fiir den Anteil im 
Filtrat. Bei unreineren Priparaten l]éBt sich nach 1stiindigem 
Erhitzen eine Zunahme des Aminostickstoffs beobachten. LEr- 
hitzt man Insulin Welcome aber langere Zeit, z. B. 7 Stunden, 
so nimmt der Aminostickstoff doch zu (von 1,0 auf 1,17°/). 
Die Starke ist auf 1/, zuriickgegangen. 

Auch nach fast volliger Zerstérung der Wirksamkeit durch 
Sdure weist das Insulin noch die gleiche optische Drehung auf. 
AuBerdem zeigt das Absorptionsdiagramm im Ultraviolett keine 
Anderung gegeniiber unverandertem Insulin. 

Zusammenfassend liBt sich sagen, da8 durch die Behandlung 
von sehr wirksamem Insulin mit Séure gréBere Mengen Ammoniak 
abgespalten werden, teils vor Beginn der Schadigung, teils im 
weiteren Verlaufe dieser. Es ist vorlaiufig die Méglichkeit nicht 
auszuschlieBen, daB die Schidigung des Insulins durch Salzsdure 
auf einer leichten Hydrolyse beruht. 


3. Die Alkylierung des Insulins. 

Wir haben in unserer 5. Mitteilung!) angegeben, daB Insulin 
durch Emwirkung von Diazomethan inaktiviert wird. Die naihere 
Untersuchung war noch nicht abgeschlossen. Ungefihr gleich- 
zeitig erschien eine Arbeit iiber die Inaktivierung von Insulin 
mittels Alkohol und Saure.”) Es ist zweckmaBig, erst die Ver- 
esterung zu behandeln, bevor auf die Diazomethanversuche ein- 
gegangen wird. 


a) Die Veresterung nach Carr mit Alkohol und Sdure. 


Carr und Mitarbeiter?) geben an, daB Insulin durch Be- 
handlung mit Saéuren und verschiedenen Alkoholen unwirksam 
wird. Durch nachfolgende Einwirkung von n/30-Alkali konnte 
bei amorphem Insulin fast die gesamte Wirksamkeit wieder her- 
gestellt werden. Carr spricht mit Recht von einer Veresterung 
des Insulins. Eine oder mehrere fiir die Wirksamkeit notwendige 
Carboxylgruppen sind verestert worden und der unwirksame 
Ester kann wieder verseift werden. 


Wir haben diese Versuche nachgearbeitet und sie bestitigen 
kénnen. Wenn man die in der Tab. 2 (Versuchsteil) angefiihrten 











1) Diese Z. 187, 89 (1930). 
*) Carr, Culhane, Fuller u. Underhill, Biochem. J. 23, 1010 (1929). 
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Versuche betrachtet, so sieht man, da8 man bei amorphem In- 
sulin eine vollige Regenerierung der Wirksamkeit erzielt, wenn 
vorher nicht ganz inaktiviert worden ist. Nach etwa 400stiindigem 
Behandeln waren jedoch nur noch 10°/, regenerierbar. Offenbar 
tritt auBer der umkehrbaren Veresterung noch eine anders ge- 
artete irreversible Inaktivierungsreaktion auf, die aber viel lang- 
samer verlauft und beim amorphen Insulin erst deutlich in Er- 
scheinung tritt, wenn die Veresterung fast vollstandig ist. Carr 
erwihnt, daB in einem vorlaufigen Versuch mit krystallisiertem 
Insulin dieses zwar inaktiviert aber nicht vollig regeneriert werden 
konnte. Wir fanden: das krystallisierte Insulin wird, wenn in 
gleicher Gewichtsmenge wie das amorphe verwendet, langsamer 
inaktiviert als dieses. Arbeitet man in gleicher Eimheitenkonzen- 
tration (also mit weniger Gewichtsteilen krystallisiertem Insulin 
als amorphem), so geht die Inaktivierung etwas rascher als vorher, 
aber immer noch langsamer als beim amorphen Insulin. 


Krystallisiertes Insulin léBt sich zu héchstens 50—60°/, in 
seiner alten Wirksamkeit wieder herstellen, selbst wenn man es 
vorher nur auf etwa 14/, seiner Starke geschwacht hat.1) Das 
scheint einfach daran zu liegen, daB die Veresterung langsamer 
verliuft als bei amorphem Insulin, und da’ der zweite Inakti- 
vierungsvorgang, der nicht mehr durch Alkali riickgangig zu 
machen ist, hier erheblich rascher verlauft als bei unreinerem 
Insulin. DaB manche Reaktionen, aber durchaus nicht alle, am 
krystallisierten und amorphen Insulin mit verschiedener Geschwindig- 
keit sich abspielen kénnen, wissen wir. Die Kinwirkung von 
Formaldehyd oder Wasserstoffsuperoxyd auf Insulin ist ein Bei- 
spiel fiir solche Verschiedenheit. Auch die Schadigung durch 
Licht (6. Abhandlung) verléuft bei krystallimem und amorphem 
Insulin verschieden schnell. 


Es hatte nun sein kénnen, daB dieser zweite nicht umkehr- 
bare Vorgang einfach die Siéureschédigung ist, wie sie in waBriger 
Lésung auch bei niedriger Temperatur eintritt. Dieser Vorgang 
ist im vorhergehenden Abschnitt beschrieben worden. Diese 
Schidigung verlauft sehr langsam, kommt also kaum fir den auf- 
zuklirenden Vorgang in Frage. Wir haben aber doch unter- 
sucht, ob amorphes und krystallisiertes Insulin in gleicher Hin- 





1) Nach AbschluB dieser Versuche ist eine Arbeit von D. A. Scott, 
J. of biol. Chem. 92, 280 (1931) erschienen, in der iiber entsprechende Er- 
gebnisse berichtet wird. 
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heitenkonzentration von waBriger 0,75 n-Salzsiiure verschieden 
rasch geschidigt werden. Das ist wirklich der Fall. Nach 
95tagiger Aufbewahrung bei 18° ist die Stirke des amorphen 
Insulins auf 0,30, des krystallisierten dagegen auf 0,15 zuriick- 
gegangen. Wenn man in Betracht zieht, daB diese Schidigung 
mit waBriger Saure erst in 25 Tagen etwa 85°/, betrigt, dann ist 
es ziemlich unwahrscheinlich, daB man die unvollkommene 
Regenerierbarkeit nach 6stiindiger Einwirkung von Siure auf 
eine gleichartige Schadigung zuriickfiihren kann, wie sie in 
wiBrigem Medium eintritt. Allerdings kénnte die Reaktion in 
Wasser mit anderer Geschwindigkeit als in Alkohol verlaufen. 
Da ein 24 Stunden lang verestertes krystallisiertes Insulin mit 
Alkali kein Ammoniak mehr abspaltet, ist es klar, daB die irre- 
versible Inaktivierungsreaktion an den alkaliempfindlichen Gruppen 
stattgefunden hat. 


6) Methylierung des Insulins mit Diazomethan. 


Schon 5—10 Sekunden nach Zugabe des Diazomethans ist 
das in Methanol-Ather suspendierte Insulin vollkommen inaktiv. 
(Die Acetylierung verliuft auch in kirzester Zeit, sie ist nach 
5 Minuten jedenfalls beendet.) Regeneriert man dieses Produkt, 
so kommt man wieder auf 30—40°/, der urspriinglichen Wirk- 
samkeit. Dasselbe Ergebnis wird erzielt, wenn man 30 Sekunden 
oder 8 Minuten methyliert. Dehnt man die HKinwirkungszeit auf 
Tage aus, so sinkt der regenerierbare Anteil immer mehr, ahnlich 
wie bei der Veresterung; schlieBlich ist gar keine Regenerierung 
mehr moglich. 

Man geht kaum fehl, wenn man annimmt, daB das Diazo- 
methan in den ersten Sekunden die gleiche Wirkung ausiibt wie 
Alkohol-Salzséure. Es wird also ein Carboxyl — und zwar ein 
freies — in der wirksamen Gruppe des Insulins methyliert. Da- 
neben aber geht bei der Kinwirkung des Diazomethans noch ein 
zweiter Vorgang einher, némlich die Methylierung einer anderen 
Gruppe. Wie bekannt, wird aus Insulin wahrend der In- 
aktivierung durch Alkali 0,16°/, Ammoniak abgespalten. Nach 
geniigend langer Methylierung mit Diazomethan ist dies nicht 
mehr der Fall, also ist die Ammoniak abspaltende Gruppe mit 
veréndert worden. Ob nach kurzer Methylierung eine dem 
regenerierbaren Insulin entsprechende Menge Ammoniak abspaltbar 
ist, entzieht sich wegen der Kleinheit des Betrages unserer 
Kenntnis. In dem MaBe wie diese Methylierung am Stickstoff 
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fortschreitet, nimmt auch die Regenerierbarkeit des Produktes 
ab. DaB auch an anderen Stickstoffatomen der EiweiBkette 
Methylierung stattfindet, ersieht man daraus, daB der freie Amino- 
stickstoff nach kurzer Zeit auf 80°/,, spaiter auf 25°/, seines ur- 
spriinglichen Wertes sinkt. 

Bei der Methylierung mit Diazomethan wird das Absorptions- 
diagramm des Insulins verdindert (6. Abhandlung). Die nach- 
herige Behandlung mit Alkali stellt das urspriingliche Diagramm 
wieder her, einerlei ob dabei die physiologische Wirksamkeit 
teilweise oder gar nicht zuriickgewonnen wird. 


4. Die Einwirkung von Reduktionsmitteln. 


In der 5. Mitteilung haben wir die Reduktion des krystalli- 
sierten Insulins mit Zink und Salzsiure beschrieben. Die Ab- 
nahme der Wirksamkeit wird von einer Verminderung der 
optischen Drehung begleitet. Da das Zink jedoch aus den 
Priparaten nicht mehr zu entfernen war, haben wir andere 
Reduktionsversuche angestellt. 


a) Insulin und Natriumamalgam. 


Uber die Einwirkung von Natriumamalgam auf Insulin ist 
noch nichts bekannt gewesen. Sowohl amorphes wie krystalli- 
siertes Insulin werden in wéBriger Lésung von Amalgam inaktiviert. 
Da die Geschwindigkeit der Inaktivierung sehr weitgehend von der 
Intensitat abhingt, mit der geschiittelt wird, so lassen sich keine 
genauen Zeitangaben machen. Es ist zweckmabBig, gréBere An- 
sitze in kleine Portionen aufzuteilen. Es wurde, nachdem an- 
fanglich mit kleinen Amalgammengen nur teilweise Verminderung 
der Wirksamkeit auftrat, schlieBlich so gearbeitet: 10 mg kristalli- 
siertes Insulin werden in 40 ccm "/,., HCl geldst, 6g 2°/,iges 
Amalgam zugegeben und unter Vermeidung alkalischer Reaktion 
nach und nach mit kleinen Mengen Salzsiure versetzt. Nach 
Beendigung der Reduktion wurde abgegossen. Alles Insulin 
bleibt bei dieser Konzentration in Lésung. Es hat sich zeigen 
lassen, daB nach Beendigung der Reduktion 0,06°/, Ammoniak 
abgespalten waren. Bei Behandlung der Lésung des reduzierten 
Insulins mit Alkali waren nach 4 bzw. 24 Stunden insgesamt 
0,120 bzw. 0,124°/, Ammoniak nachweisbar.') Krystallisiertes 
Insulin ergab nach den gleichen Zeiten 0,186 und 0,182°/, Am- 


1) Tabelle 4. 
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ktes | moniak. (Diese Werte sind etwas niedriger als die sonst von uns 
ptte |  angegebenen; der Grund mu& in visueller Verschiedenheit der 
no- {|  yerschiedenen mit dem Colorimeter arbeitenden Beobachter ge- 
ur- [| sucht werden.) Wahrend der Reduktion des Insulins ist also die 
| Halfte der Menge Ammoniak entstanden, die mit Alkali aus 
ns- unverindertem Insulin frei wird. Die andere Halfte wird bei 
ch- nachfolgender Alkalibehandlung des physiologisch unwirksamen 
mm f Reduktionsproduktes abgespalten. 
mm FF Dieses merkwiirdige Ergebnis muB so gedeutet werden: 


Alkali spaltet aus Insulin 2 Molekiile Ammoniak ab. Eine dieser 
Ammoniak liefernden Stickstoffgruppen wird von der Reduktion 
betroffen und als Ammoniak abgespalten, wihrend die andere 


li- — wunverandert bleibt und infolgedessen mit Alkali noch heraus- 
.b- geholt werden kann. 

ler ff Dieser Befund ist in doppelter Hinsicht von Bedeutung. 
en —  Erstens wirft er neues Licht auf die Alkaliinaktivierung des In- 
re — — sulins. Es erhéht sich auch der aus der Ammoniakabspaltung er- 


rechnete Wert fiir das Molekulargewicht des krystallisierten 
Insulins auf das Doppelte. Zweitens l4Bt sich die Inaktivierung 
des Insulins durch Reduktion (wenigstens bei Verwendung von 


st — Natriumamalgam) auf eine der Gruppen zuriickfiihren, die bei 
i- — der Zerstérung durch Alkali eine Rolle spielen. Es wird weiter 
t. — unten gezeigt werden kénnen, da8B auch bei anderen Reaktionen 
or £ |Ammoniakmengen von der hier erhaltenen GrdBe eine Rolle 
i@ — spielen. 

- | Die Drehung nimmt wohl bei der Reduktion mit Amalgam 
- — ebenfalls ab, es kann aber dariiber nichts genaues gesagt werden, 
§ f— da in verdinnter Lésung nicht mehr gemessen werden kann und 
- — in konzentrierter Lésung das Insulin ausflockt. (Vgl. Ver- 
8S — _ suchsteil.) 

’ Durch Einleiten von Luft konnte keine Regenerierung des 
1 f— _ reduzierten Insulins bewirkt werden, auch nicht bei Zusatz von 
| etwas Ferrichlorid, das allein in der verwendeten Menge Insulin 


nicht schadigt. Es hat sich kein Anhaltspunkt ergeben, daB die 
Reduktion des Insulins etwa von einer des Cystins begleitet ist. 
Soviel bekannt ist, gelingt es auch nicht, Cystin im Eiweibverband 
zu reduzieren. 

Man hat somit bisher 3 Gruppen im Insulinmolekiil nach- 
weisen kénnen, die an der Wirksamkeit beteiligt sind. Das Carboxy] 
ist notwendig; wird es verestert, so verschwindet die Wirksamkeit, 
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obwohl an den Stickstoffatomen offenbar keine Anderung ein- 
getreten ist, da bei der Regenerierung die ganze Wirksamkeit 
wiederkehrt. Das krystallisierte Insulin ist, jedoch, wie oben er- 
wihnt, wegen einer Nebenreaktion nur teilweise regenerierbar. 
Wird also allein das Carboxyl verindert, so andert sich die 
Wirksamkeit. Bei der Alkalizerstérung des Insulins aber wird 
sich kaum am Carboxyl etwas ereignen, ebensowenig wie bei der 
Reduktion. Und bei dieser Reaktion scheint ja auch nur die eine 
der beiden durch Alkali abspaltbaren Gruppen angegriffen zu 
werden und dennoch verschwindet die Wirksamkeit. Man kann 
bisher sagen, daB jede der drei nachgewiesenen Gruppen (COOH 
und die beiden NHg liefernden) fiir die physiologische Aktivitit 
des Insulins notwendig ist. 

Die soeben geschilderten Beobachtungen lassen noch eine 
andere Deutung zu. Wahrend der Reduktion kénnten an ein und 
derselben Gruppe zwei getrennte Reaktionen nebeneinander her- 
gehen, die beide zur Inaktivierung des Insulins fiithren miiBten: 
Kine Reduktion, bei welcher der alkaliempfindliche Stickstoff im 
Molekiil verbleibt und eine zweite Reaktion, bei der er ab- 
gespalten wird. Diese Auslegung ist komplizierter und wiirde 
auBerdem voraussetzen, da beide Reaktionen ungefihr gleich 
schnell verlaufen oder, was dasselbe ist, daB das Verhaltnis 1:1 
des reduktiv abgespaltenen und hinterher durch Alkali zu ent- 
fernenden Ammoniaks zufillig ist. SchlieBlich ist zu erwahnen, 
daB auch bei Oxydationsversuchen entsprechende Beobachtungen 
gemacht wurden (vgl. weiter unten). 


6) Aktiviertes Magnesium und Insulin. 


Zu krystallisiertem Insulin wurde in waBriger Lésung etwas 
Quecksilber mit feinen Magnesiumspinen gegeben und unter dauern- 
dem Schiitteln Salzsiure in kleinen Portionen zugefiigt. Bei zu 
langer Behandlung entstanden verfirbte Produkte, die offenbar in 
undefinierter Weise verindert waren. Es wurde deshalb der 
quantitative Versuch nur bis zur teilweisen Schadigung des Insulins 
durchgefiihrt bis dieses noch die Starke 0,80 aufwies. Da in der 
Lésung groBe Salzmengen vorhanden waren, konnte nicht fest- 
gestellt werden, ob wiahrend der Reduktion Ammoniak frei ge- 
worden war. Das Material wurde in trockener Form gewonnen. 
Mit Alkali spaltete es 0,11°/, Ammoniak ab. Wenn man beriick- 
sichtigt, da8 noch 1/, des Insulins unverandert vorhanden ist, so 
errechnet sich ungefahr, daB das inaktivierte Insulin, aéhnlich wie 
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bei der Behandlung mit Amalgam, noch etwa die Halfte der Menge 
Ammoniak abspaltet, die n/30-Natronlauge aus unveraindertem 
Insulin frei macht. 


y) Katalytische Hydrierung des Insulins. 


Wir haben gelegentlich versucht, Insulin Hochst (10 I.E. pro 
Milligramm) in wéBriger Lésung mit P.atin und Wasserstoff zu redu- 
zieren. Nach einigen Stunden war die Starke des Insulins auf 
0,50 gesunken, die weitere Inaktivierung verlief sehr langsam und 
wurde aus diesem Grunde nicht weiter verfolgt. Die Adsorption 
des Insulins an das Metall scheint den Versuch uniibersichtlich 
zu machen. 


5. Die Einwirkung von Schwefelwasserstoff. 


Die Inaktivierung des Insulins durch Schwefelwasserstoff?) 
erfolgt im sauren Medium auB8erordentlich langsam. Insulin Hochst 
(9 L.E./mg) wird in waBriger Losung bei Zimmertemperatur in 
1—2 Tagen auf 0,7—0,8 seiner urspriinglichen Starke geschwicht. 
Dabei ist es gleichgiiltig, ob man das Insulin in einer gesattigten 
Lésung von Schwefelwasserstoff stehen léBt oder dauernd Gas 
einleitet. Bei 84° geht die Zerst6rung etwas rascher vor sich. Nach 
2 Tagen betrigt die Stairke noch 0,6, nach 8 Tagen 0,26. Bei 
etwa 90° nimmt die Wirksamkeit des Insulins unter dauerndem 
Einleiten von Schwefelwasserstoff in ungefihr 30 Minuten auf 


0,22 ab, um nach 1 Stunde vollkommen verschwunden zu sein. 


Bei krystallisiertem Insulin verliuft die Inaktivierung mit 
gleicher Geschwindigkeit. Die optische Drehung des Insulins nimmt 
nicht ab. 


Die Ammoniakbestimmungen ergeben ein verschiedenes Bild, 
je nachdem man bei 84° oder in der Siedehitze arbeitet. Nach 
beendeter Einwirkung in der Hitze ist etwa 0,2°/, abgespaltenes 
Ammoniak zu finden, das so zu bewerten ist, wie das beim Er- 
hitzen mit Saéure erhaltene. Es stammt nicht aus der alkali- 
empfindlichen Gruppe. Die gleiche Menge wird auch gebildet, 
wenn man Insulin allein wihrend der Versuchsdauer in schwach 
saurer Lésung erhitzt. Bei EHinwirkung von Alkali auf die mit 
Schwefelwasserstoff behandelte Lésung wird so gut wie kein 
weiteres Ammoniak abgespalten. 





1) Blatherwick u. Mitarbeiter, J. of biol. Chem. 72, 85 (1927). 
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Bei 34° ist nach 11 Tagen die Starke auf Null gesunken, 
0,104°/, Ammoniak sind in Lésung, dieselbe Menge, die im Kontroll- 
versuch ohne Schwefelwasserstoff bei vdélliger Erhaltung der 
Wirksamkeit des Insulins frei wird. Bei nachtraglicher Behandlung 
mit Alkali (n/80, 34°) treten nach 4 bzw. 48 Stunden noch weitere 
0,15—0,18°/, Ammoniak auf. 


Ks sieht also so aus, als wenn Schwefelwasserstoff bei héherer 
Temperatur anders reagiert als bei niedriger. 


Der bei 34° ausgefiihrte Versuch bedeutet, daB die Inakti- 
vierungsreaktion verlauft ohne die alkaliempfindlichen Stickstoff- 
gruppen zu versehren. Beim 100°-Versuch miissen diese aber an 
der Reaktion teilgenommen haben, sonst miiBten sie hinterher mit 
Alkali abspaltbar sein. Vielleicht ist der primire Vorgang diejenige 
Reaktion, wie sie bei niedriger Temperatur verlaiuft. Ist die Tem- 
peratur aber erhdht, so findet ein sekundarer ProzeB statt, der 
mit der Inaktivierung selbst vielleicht gar nichts zu tun hat, 
sondern erst nachher einsetzt. 


Allem Anschein nach ist aber die Einwirkung des Schwefel- 
wasserstoffs auf Insulin keine Reduktion. Dafir spricht unter 
anderem die Unveranderlichkeit der optischen Drehung. Es sei 
noch erwahnt, daB Versuche, die Wirksamkeit durch Einleiten von 
Luft oder Sauerstoff zu regenerieren, erfolglos verliefen. 


In schwach alkalischer Lésung wirkt Schwefelwasserstoff 
rasch inaktivierend. 


6. Die Einwirkung von Hydroxylamin und Phenylhydrazin auf Insulin. 


Hydroxylamin. 


WaBrige Insulinldsungen werden nach unseren Versuchen von 
Hydroxylamin bei einem px von etwa 4 gefallt. Wenn man unter 
Zusatz von Methylalkohol arbeitet, bleibt das Insulin in Lésung. 
Bei Verwendung von reinstem Hydroxylamin bzw. Alkohol wird 
das Insulin selbst nach mehrtagigem Stehen bei Zimmertemperatur 
nicht in seiner Wirksamkeit geschidigt. Das gilt fiir amorphes wie 
krystallisiertes Insulin. 

Unter den Bedingungen, unter denen beispielsweise Acet- 
aldehyd oder Acetoin fast sofort mit ihrer Carbonylgruppe reagieren, 
bleibt Insulin v6éllig unversehrt. Es ist somit unwahrscheinlich, 
da8 sich im wirksamen Teil des Insulins ein reaktionsfahiges Car- 
bony! befindet. 
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Wir wollen nicht verschweigen, daB wir zu Beginn dieser 
Versuchsreihe, als wir mit den iiblichen Reagenzien des Handels 
arbeiteten, eine Schidigung des Insulins beobachteten, die ganz 
einwandfrei nachgewiesen war. Diese Inaktivierung verlief so, 
da8 schon nach 5 Minuten nur noch die halbe Starke vorhanden 
war und nach J] Tag 0,25—0,30. Dieser Wert war selbst nach 7 Tagen 
unverindert. Die Schadigung wurde also nicht vollstindig. Von 
einer Anderung der optischen Drehung war der Vorgang nicht 
begleitet. Reaktivierungsversuche mit Salzsiure, Natronlauge, 
Ammoniak, Aceton verliefen ergebnislos. Die Tatsache der In- 
aktivierung wurde an Insulinpréparaten verschiedenen Reinheits- 
grades gefunden, auch am krystallisierten Insulin, und zwar sowohl 
in rein w&Briger wie in waBrig-alkcholischer Lésung. Krystalli- 
siertes Insulin, das auf eine Starke von 0,42 geschadigt war, spaltete 
mit Alkali nur noch so viel Ammoniak ab, als dem nicht geschadigten 
Anteil entspricht. Ein Rest eines inaktivierten Praiparates war 
3 Monate aufbewahrt worden und zeigte dieselbe Starke von 0,25 
wie friiher. Trotzdem war in neuen Versuchen mit verschiedenen 
Insulinen Hydroxylamin wirkungslos. Versuche zur Aufklérung 
waren bisher ohne Resultat. Wir miissen annehmen, daB eine Ver- 
unreinigung, die vermutlich im Hydroxylamin-hydrochlorid ent- 
halten war, die Inaktivierung in den friiheren Versuchen bewirkt hat. 

Es ist also daran festzuhalten, da8 reines Hydroxylamin 
Insulin nicht schadigt. 

Dieser Fall ist mitgeteilt worden, da er ein interessantes 
Beispiel dafiir ist, daB man selbst bei sorgfailtigem Arbeiten unter 
reproduzierbaren Bedingungen, bei genauester Auswertung der 
Starke der Insulinpraéparate, bei Anstellung von Parallelversuchen 
an gleichen und an verschiedenen Insulinpraparaten unter Hin- | 
schluB des krystallisierten Insulins, zu Fehlschliissen kommen kann, 
wenn man der Reinheit der verwendeten Reagenzien zu sehr vertraut. 


Phenylhydrazin. 


Blatherwick, Bischoff, Maxwell, Berger und Sahyun?) 
haben vor einigen Jahren mitgeteilt, daB Phenylhydrazin etwa 
60°/, der Wirksamkeit von Insulin zerstért. Uber die Reaktions- 
bedingungen finden sich keine Angaben. 

Wir stellen fest, daB reines Phenylhydrazin Insulin weder in 
Methylalkohol noch in 50°/,iger Essigsiiure schidigt. Das Insulin 
enthielt 18 I.E. im Milligramm und wurde der Einwirkung bei 


1) J. of biol. Chem. 72, 85 (1927). 
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Zimmertemperatur unter Stickstoff 1 Tag lang ausgesetzt. In 
Methylalkohol trat Fallung ein. 

Insulin wird also weder von Hydroxylamin noch von Phenyl. 
hydrazin bei Zimmertemperatur unter den von uns gewahlten 
Bedingungen angegriffen. 


7. Die Einwirkung von Oxydationsmitteln. 
«) Nitrit in wéBrigem und in organischem Medium. 


Scott) fand, da8 Insulin von Nitrit in Essigsaure zerstért 
wird. Spiter haben dann Blatherwick und Mitarbeiter?) fest- 
gestellt, da8 konzentriertere Nitritlésungen das Insulin stirker 
schidigen als verdiinntere, und daf ganz verdiinnte Loésungen 
iiberhaupt keinen EinfluB ausiiben. Sie schlieBen, daB die aktive 
Insulingruppe nicht mit Nitrit selbst reagiert und da8 in kon- 
zentrierten Nitritlésungen die Zerfallsprodukte des Nitrits das 
Insulin durch Oxydation zerstéren. 

DaB Insulin von sehr verdiinnten Nitritlésungen nicht ge- 
schidigt wird, kann natiirlich seinen Grund darin haben, daf 
andere Gruppen im EiweiBmolekiil reagieren und so das Insulin 
selbst schiitzen, wie Blatherwick bei der Einwirkung von 
geringen Mengen Schwefelwasserstoff gezeigt hat. 

Uns interessierte vor allem die Frage, was mit der Wirksamkeit 
des Insulins geschieht, wenn man Nitrit unter den Bedingungen 
der Bestimmung nach van Slyke einwirken ]aéBt. Hierbei handelt 
es sich um groBe Nitritmengen in betriachtlicher Konzentration. 
50 mg Insulin befinden sich in 5 ccm Gesamtfliissigkeit, die in 
bezug auf Essigséure 20°/jig ist, auf Nitrit etwa 12°/,ig. Das 
Insulin flockt aus, nach Trocknung erhilt man einen gelben, licht- 
empfindlichen K6rper. Es zeigt sich, da8 nach 15 Minuten wie nach 
2 Stunden noch eine Starke von 0,1 vorhanden war.*) Trotzdem 
hierbei die freien Aminogruppen im Betrag von 1°/, vdollig ab- 
gespalten sind, ist noch ein merklicher Rest der Wirksamkeit 
geblieben. 

La8t man auf Insulin Isoamylnitrit in Eisessig oder Methanol 
kurze Zeit einwirken, so erhalt man Produkte, die ‘vollkommen 
inaktiviert sind, aber nach der Methode von van Slyke noch 
80°/, des friiheren Wertes geben (Tab. 6, Versuchsteil). 





1) J. of biol. Chem. 65, 601 (1925). 

*) J. of biol. Chem. 72, 85 (1927). 

3) Wir haben in der 5. Mitteilung schon darauf hingewiesen. Diese Z. 
187, 93 (1930), FuBnote. 
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Betrachtet man Zerst6rung des Insulins und Desaminierung 
der freien Aminogruppen, so kann man sagen, daB beide mit ver- 
schiedener Geschwindigkeit verlaufen. Die Inaktivierung des 
Insulins geht im organischen Lésungsmittel rascher vor sich, wihrend 
hier die Desaminierung sehr langsam verliuft; in Wasser geht die 
Desaminierung schneller. Das spricht unbedingt dafiir, daB die 
Inaktivierung des Insulins durch salpetrige Saure nicht auf einer 
Desaminierung im wirksamen Anteil des Insulins beruht. Es ist 
auBerordentlich wahrscheinlich, daB es sich vielmehr um eine 
Oxydation handelt, wie auch Blatherwick angenommen hat. 


Interessant fiir das Verhaltnis zwischen wirksamer Gruppe 
des Insulins und seinem Eiweifgeriist ist, daB nach volliger Des- 
aminierung noch ein Teil der Wirksamkeit erhalten ist. Konnte 
man die Oxydationswirkung des Nitrits in waBriger Lésung aus- 
schalten, so wirde vermutlich die gesamte Wirksamkeit des In- 
sulins unveraindert bleiben, trotzdem doch ein ziemlich groBer 
Ringriff in das EiweiBmolekiil stattgefunden hat. 


Wir sind noch einem anderen Zusammenhang nachgegangen. 
Bei der Behandlung mit salpetriger Saure entsteht aus dem Insulin 
ein gelber K6rper, der alkaliléslich ist. Es ist bekannt, daB Tyrosin, 
das 12°/, des Insulingewichtes ausmacht, unter den Versuchs- 


 bedingungen ebenfalls einen gelbgefirbten Kérper liefert. Es ist 


also méglich, daB die Gelbfarbung des behandelten Insulins auf 


_ die des in ihm enthaltenen Tyrosins zurickzufiihren ist. Wir 
_ verglichen die Farbungen nach verschiedenen Reaktionszeiten mit- 


einander und stellten gleichzeitig die Stiirke des Priparates fest. 
(Tab. 6, Versuchsteil.) 


Wenn man die Farbintensitat, die bei ungefihr vélliger In- 
aktivierung auftritt, gleich 100 setzt, so ergibt sich bei Verwendung 
von Kisessig—Isoamylnitrit, daB Zerstérung der Wirksamkeit und 
Zunahme der Gelbfairbung ungeféhr einander parallel laufen. 


Die Zerstérung des Insulins zeigt also in waBriger Lésung 
keinen direkten Zusammenhang mit der Desaminierung, im or- 
ganischen Lodsungsmittel auch nicht, dagegen aber mit dieser 
Oxydations- oder Nitrierungsreaktion. Es kénnte aber sein, daB 
die Reaktion des Tyrosins direkt mit der Insulinzerstérung zu- 
sammenhiangt, daB es sich nicht nur um gleichzeitige Vorgiinge 
handelt, sondern um einen ursachlichen Zusammenhang. DaB 
dieser Zusammenhang in anderem Lésungsmittel nicht ganz der 
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Wirksamkeit des Insulins, wenn iiberhaupt, nur ein Teil des im 
Insulin eingebauten Tyrosins eine Rolle spielen diirfte, aber nicht 
das ganze ''yrosin. Verschiedenartig gebundenes Tyrosin aber kann 
vielleicht verschieden reagieren. 


Es handelt sich hier um Vermutungen. Es gibt aber noch 
andere Reaktionen, die darauf hindeuten, daB im Insulinmolekij| 
irgendwelche Ringe maBgebend an der Wirksamkeit beteiligt 
sein kénnten. Beispielsweise die Tatsache, daB durch Kupp- 
lung des Insulins mit Diazokérpern die Wirksamkeit zerstért 
wird. Das hat Blatherwick beschrieben und wir kénnen es 
bestiatigen. 


f) Aldehyde. 


Jensen und de Lawder?) geben an, da Insulin, in ver- 
diinnter Natronlauge oder Dinatriumphosphat mit Benzaldehyd 
geschiittelt, nach kurzer Zeit unwirksam wird. 


Wir haben die Einwirkung von Benzaldehyd auf amo: her 
Insulin (18 I.E./mg.) in Methylalkohol sowohl wie in n/10-Salzsiure 
untersucht und gefunden, daB die einsetzende Schadigung des 
Insulins in beiden Fallen gleich rasch verliuft. Unter unseren 
Versuchsbedingungen war die Starke des Insulins in einigen Stunden 
auf etwa 0,6—0,7, in 2 Tagen auf 0,05 gesunken. Ein nicht vollig 
inaktiviertes Praiparat konnte mittels Phenylhydrazin nicht re- 
generiert werden. 


Jensen konnte mit Saéure keine Regenerierung erreichen. 
Wir haben von vornherein in saurer Lésung gearbeitet. Trotzdem 
findet Inaktivierung statt. Das spricht eigentlich nicht dafiir, 
daB die Inaktivierung des Insulins auf der Bildung einer Benzyliden- 
verbindung beruht. Natiirlich kénnen verschiedene Stellen des 
Eiweifimolekiils in dieser Weise reagiert haben, beispielsweise 
die wenigen freien Aminogruppen, die von endstandig 
a-Aminogruppen stammen, wahrend ja die e-Aminogruppe de. 
Lysins, die den Hauptteil der freien Aminogruppen ausmacht, 
nach Bergmann nicht mit Benzaldehyd reagiert. Wesentlich 
ist aber nur, ob die Inaktivierung auf die Bildung einer Benzyliden- 
verbindung zuriickfiihrbar ist. Wir glauben das nicht. Wahr- 
scheinlich ist die Inaktivierungsreaktion eine Oxydation, wie aus 
folgenden Versuchen hervorgeht. 


1) Diese Z. 190, 269 (1930). 
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Um zu entscheiden, ob es sich bei der Einwirkung von 
aromatischen Aldehyden auf Insulin um eine Oxydation handelt 
oder um die Reaktion mit einer Aminogruppe, haben wir es 
vorgezogen, mit o-Chlorbenzaldehyd zu arbeiten, der infolge seines 
Chlorgehaltes eine gute analytische Handhabe bietet, um fest- 
zustellen, wie sich die tibrigen Gruppen des EiweiSmolekiils ver- 
halten. : 

La8t man auf Insulin in methylalkoholischer Losung o-Chlor- 
benzaldehyd einwirken, so fallt nach einiger Zeit das Insulin aus 
und seine Wirksamkeit nimmt ab. Untersucht man den Chlor- 
gehalt der Reaktionsprodukte von amorphem Insulin, so ergibt 
sich, daB er sowohl bei kurz wie bei lang behandelten Insulinen 
3,5°/9 betrigt. Das ist aber der Betrag, in dem das Chlor schon im 
unveranderten Insulin enthalten ist (Handelspraparat). Man hatte 
vielle’sht denken kénnen, daB zwar Aldehyd mit Eiwei8gruppen 
reagiert habe, daB diese Gruppen dann aber infolge des Verlustes 
-hrer Basizitét eme entsprechende Menge Séure abgeben und so der 
F_.tritt von Chlorbenzaldehyd verschleiert wird. Nun sind aber 


die freien Aminogruppen, die fiir eine Reaktion in Frage kommen, 


in der Hauptsache e-Aminogruppen des Lysins, und von diesen 
ist wie erwihnt, bekannt, daB sie nicht mit Benzaldehyd rea- 
gieren. Das haben wir in unserem Fall bestatigt, indem wir 
sowohl nach van Slyke wie mittels der Formoltitration den freien 
Aminostickstoff in kurz und lang behandeltem Insulin untersuchten. 
Der Wert blieb vollig unverdndert. 

Die Geschwindigkeit der Inaktivierung des Insulins durch 
Chlorbenzaldehyd hangt stark ab vom MaB8e des Sauerstoff- 
ausschlusses und vom Grad der Reinheit des Aldehyds. Dieser 
enthalt natiirlich die entsprechende Saéure, die durch Autoxydation 
entstanden ist und selbst bei Reinigung des Aldehyds, indem man 


' die Séure wiederholt ausschiittelt und den Aldehyd wieder destil- 
oliert, nicht ganz zu entfernen ist. Bei der Kinwirkung von ge- 
- reinigtem Aldehyd (von etwa 0,2°/, Gehalt Saure) auf Insulin, 


unter einer Atmosphire von Stickstoff oder Wasserstoff, verliuft 
die Inaktivierung langsamer als bei Verwendung von weniger 
remem Aldehyd von etwa 1—2°/, Séuregehalt. Wahrend der 
Reaktion in Luft nahm der Gehalt an Siéiure zu. Wie groB der 
EinfluB des Sauerstoffs auf die Inaktivierung ist, geht daraus 
hervor, da8B sehr reiner Aldehyd unter Ausschlu8 von Sauerstoff 
(wiederholtes Einleiten von Wasserstoff und folgendes Evakuieren) 
nach 60 Stunden 75°/, der Wirksamkeit des Insulins vernichtet 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCII. 10 
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hat, wihrend der gleiche Aldehyd dieselbe Schadigung in 1 bis 
2 Stunden bewirkt, wenn man wiahrend der Versuchsdauer Luft 
durchleitet. Rem du8erlich unterscheiden sich die Reaktions- 
produkte, die bei Anwesenheit von Luft entstanden sind, durch: 
ihre fast véllige Unléslichkeit in Wasser und Séuren von den unter 
SauerstoffausschluB gewonnenen Priiparaten, die sich gut auf- 
lésen. Die optische Drehung des Insulins ist in beiden Fallen 
erhoht. 

Bei der Einwirkung von Alkali auf krystallisiertes Insulin, 
das 24 Stunden unter Wasserstoff mit ungereinigtem Aldehyd 
behandelt war und danach eine Starke von 0,08 aufwies, ergab 
sich, daB nach 8 Stunden 0,072°/,, nach 24 Stunden 0,081°/, Ammo- 
niak gebildet wurden, gegeniiber 0,15 und 0,16°/, bei unver- 
iindertem Insulin. Dieses Ergebnis hat sich in Parailelversuchen 
bestatigen lassen. 

Es miissen folgende SchluBfolgerungen gezogen werden. Die 
Reaktion zwischen Insulin und o-Chlorbenzaldehyd (wahrscheinlich 
auch die mit Benzaldehyd) ist sehr wahrscheinlich eine Oxydation. 
Das ist aber nicht so wichtig wie die Tatsache, daB an der Reak- 
tion die eine der beiden alkaliempfindlichen Stickstoffgruppen 
teilzenommen haben muB. Ob sie abgespalten worden ist oder 
im Molekiilverband nach Reaktion mit dem Aldehyd in irgendeiner 
Form verblieben ist, wissen wir nicht. Die zweite der empfind- 
lichen Gruppen ist jedenfalls von der Reaktion unberihrt geblieben. 
Es laBt sich weiter unten zeigen, daf auch bei einwandfrei als 
Oxydation erkennbaren Vorgingen die Reaktion in ahnlicher Weise 
sich abspielt. 

Wenn man wei8, da8 eine der alkaliempfindlichen Gruppen in 
Reaktion getreten ist, dann ist es verstandlich, daB eine Re- 
generierung der Wirksamkeit kaum in Frage kommt. 


vy) Wasserstoffsuperoxyd und Insulin. 


Grevenstuk und Laqueur?) erwahnten in ihrer Zusammen- 
fassung, daB Wasserstoffsuperoxyd Insulin schadigt. 

Wir konnten feststellen, da8 Insulin von Wasserstoffsuperoxyd 
in 15°/,iger Lésung bei Zimmertemperatur nicht allzu rasch an- 
gegriffen wird. Insulin Hochst (14 I.E./mg) war in einem Tag 





1) Grevenstuk u. Laqueur, Insulin, Miinchen 1925. 
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auf die Halfte semer Wirksamkeit geschidigt, in mehreren Tagen 
auf 0,12. Krystallisiertes Insulin dagegen wird schneller vernichtet. 
Nach 5 Stunden ist die Starke des Insulins schon auf 0,50, in einem 
Tag auf 0,15, in 2 Tagen auf Null gesunken. Die Inaktivierung des 
krystallisierten Insulins findet auch rascher statt, wenn man es nicht 
in gleicher Gewichtsmenge mit dem amorphen Insulin vergleicht, 
sondern in gleicher Einheitenkonzentration. Bei der Kinwirkung 
von Formaldehyd hatten wir ahnliche Verschiedenheiten beobachtet. 
Das Reaktionsprodukt wurde durch Fallung mit Aceton und Ather 
gewonnen. Es ist in Wasser schwerer léslich, geht aber bei Zusatz 
von Saure sofort in Lésung. 

Die optische Drehung nimmt wihrend der Reaktion zu von 
anfanglich — 42 auf — 70°. 

Krystallisiertes Insulin, das nach einer gewissen Kinwirkungs- 
dauer eine Starke von 0,50 zeigte, spaltete mit Alkali noch 0,09°/, 
NH, ab, ein Produkt der Starke 0,02 0,065°/,. (Mittelwerte aus 
je 2—8 Bestimmungen.) Krystallisiertes Insulin gab vorher 0,14°/, 
Ammoniak ab. Wie nach der Behandlung mit o-Chlorbenz- 
aldehyd ist nach Inaktivierung mit Wasserstoffsuperoxyd bei 
nachfolgender Behandlung mit Alkali nur noch die Halfte des 
Ammoniaks abspaltbar, das aus unverindertem Insulin frei wird. 
Also handelt es sich auch hier um eine Schiédigung des Insulins 
unter Beteiligung einer alkaliempfindlichen Stickstoffgruppe. 


8. Versuche zu Kapitel 2—7. 


Nachweis der Abspaltung von Ammoniak 
bei der Inaktivierung durch Alkali. 


Zur Destillation wurde die ausgezeichnete Methode von Parnas und 
Heller beniitzt (a. a. O.). Man destilliert die alkalische oder mit Borat ge- 
pufferte (py 9)-Lésung mit Wasserdampf unter 25 mm Druck. Zur Vermeidung 
starken Schiumens wird Paraffin zugesetzt. In wenigen Minuten ist die 
Destillation beendet, die bei etwa 40° stattfindet. 

Kontrollversuch mit Ammoniak: 0,200 mg NH, (als Salz eingewogen) 
wurden destilliert. Im Destillat ergab die Titration mit n/200-Schwefelsaure 
0,205 mg, die Colorimetrierung 0,261 mg Ammoniak. 


80 mg krystallisiertes Insulin werden in 10 ccm n/30-NaQH 
6 Stunden bei 30° gehalten. 0,62 cem (5 mg Insulin enthaltend) 
werden herausgenommen, halbiert, auf je 10 ccm aufgefiillt und 
nach Zusatz von 0,1 ccm Nesslerlésung colorimetriert. 0,15 und 
0,18°/, Ammoniak. Der Rest der Lésung wird ohne weiteres 


destilliert. 
10* 
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Es wird wieder aus dem Destillat soviel entnommen als 5 mg 
Insulin entspricht und in 2 Versuchen colorimetriert. 0,15 und 
0,145°/, Ammoniak. 

Der Hauptanteil des Destillats (70 mg Insulin) wurde mit n/200- 
Schwefelsiure titriert. Es wurden verbraucht: 1,40 cem = 0,17%, 
Ammoniak. 

Die gesamte Fliissigkeit wurde einer erneuten Destillation 
mit Borat unterzogen und ergab jetzt bei der maBanalytischen 
Bestimmung einen Verbrauch von 1,20 com = 0,15°/) Ammoniak. 


Wie im allgemeinen Teil auseinandergesetzt ist, kann es sich 
nur um Ammoniak handeln, da bei Anwesenheit von Amin (Methy]- 
amin) die gefundenen Titrations- und Farbwerte nicht zueinander 
passen wiirden. 

Freier Aminostickstoff vor und nach der Inaktivierung durch Alkali. 


Insulin Héchst (10 1.E./mg) gibt nach van Slyke (Mikromethode) 
in 5 Minuten 0,99°/,, in 15 Minuten 1,02°/, NH,-N. Nach der Inaktivierung 
mit Alkali in 15 Minuten 1,04°/,. 


Insulin Welcome (25 ].E./mg) enthalt 1,00°/,, nach Inaktivierung 
0,98°/, NH,-N. 


Versuche, die Wirksamkeit wieder herzustellen. 


Durch Alkali inaktiviertes Insulin (Starke 0,04) wurde als Trockenprodukt 
gewonnen (Eindampfen in neutraler Lésung und Umfallen. 60 mg werden 
mit 2cem fliissigem Ammoniak (unter Kihlung mit Kohlenséure—Ather- 
mischung) versetzt und 3 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen. 
Das Insulin bleibt teilweise ungelést. Nach Beendigung wird das Ammoniak 
durch Luft verdrangt. Das angesiuerte Praparat war unwirksam. 


Versuche mit Salzsiure. Ammoniakabspaltung. 


Versuche bei 100°: 10 mg Insulin Welcome, bzw. krystallisiertes Insulin 
wurden in 2 ccm n/10-HCl auf das siedende Wasserbad gebracht. Auf das 
Glaschen ist ein Glasrohr aufgesetzt, das als Kiihler dient. Nach kurzer Zeit 
tritt Koagulation ein. Die Reaktionsmasse wird unter Eiskiihlung mit Alkali 
versetzt, so daB die Lésung in bezug auf NaOH etwa n/30 wird. Die Eiweib- 
hautchen gehen rasch in Lésung, dann wird sofort zuriickgesfuert und in- 
jiziert, bzw. die Ammoniakbestimmung in der Lésung durchgefihrt. 


Versuche bei 32°: 15 mg krystallisiertes Insulin in 15 ccm 0,5 n-HCl. 
Hier bleibt alles in Lésung. 


Ob man beim Erhitzen des Insulins mit Saéure ohne Kochsalz arbeitet 
wie in den Versuchen dieser Tabelle oder ob man Kochsalz zugibt, ist nach 
unseren Feststellungen gleichgiiltig. 


Die angegebenen Ammoniakwerte sind alle so bestimmt worden, dai 
man zuerst durch Zugabe von Alkali alles in Lésung bringt. Wenn man von 
den EiweiBhautchen abschleudert und das Zentrifugat untersucht, so findet 
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Tabelle 1. 








Krystallisiertes Insulin Insulin Welcome 
Versuchs- bei 320 =| sé ei 98° bei 98° 
— -labgespaltenes | si labgespaltenes abgespaltenes 
sake | nes! cy. abge espa 
Starke | NH, in 9, | 5*rke | NH, in ° | NH; in °/ 
1 Stunde te - 0,938-1 0,52 0,56 
2.5 Stdn. ~-- — 0,53 0,5 —1 0,83 
45 ,, — 1,6 _- 
, + _ a 0,23 15 2.0 
6 Tage 0,90 — —— — 
im 4 0,62 | 0,50 — 
30, 0,27 | 1,10 --- 








man in diesem nur etwa die Halfte der angegebenen Mengen, auch weniger. 
Wir kénnen nicht sagen, ob dies daher kommt, daB ein Teil des Ammoniaks 
in den Hautchen mechanisch eingeschlossen ist, oder ob dieser Teil durch die 
Saure nicht direkt als Ammoniak abgespalten wird. Es kénnte sein, daB 
dazu erst noch nachfolgende Einwirkung von Alkali nétig ist. 

Die Salzsiureversuche sind nicht gut reproduzierbar, da in konzentrierter 
Lésung sich eine gelatinése Masse bildet. Arbeitet man in verdiinnter Lésung, 
so muB erst ein Trockenpraparat gewonnen werden, das schwierig von Ammon- 
salzen zu reinigen ist. Die Behandlung des weitgehend geschadigten Praparates 
mit Alkali und Untersuchung der dann auftretenden Ammoniakmenge ist 
noch nicht vorgenommen worden. 


Bilanz des Stickstoffs. 


150 mg Insulin Welcome (25 I. E./mg; 13,87°/, N, 0,99 bzw. 1,02°/, NH,-N) 
werden in 30 ccm n/10-HCl 1 Stunde auf dem siedenden Wasserbad erhitzt. 
Man erhalt 80—85°/, des Ausgangsgewichtes an Koagulat. Dieses hat 13,52°/,N, 
also etwas weniger als das Ausgangsinsulin. Der Amino-N ist unverandert. 

Das Filtrat des Salzséureinsulins wurde aufgearbeitet, wie in der 
5. Mitteilung angegeben worden ist. Das erhaltene Produkt enthalt 11,52°/, 
Gesamt-N und 1,0°/, Amino-N. 

Die abgespaltene Menge Ammoniak ist zu 0,56°/, gefunden worden, 
das sind 0,46°/, N. 

Es sind im ganzen 13,58°/, N wiedergefunden worden = 98°/,. 


Alkylierung von Insulin. 


Die Veresterung mit Alkohol und Saure nach Carr. 


Inaktivierung: Konzentration der Saure und des Alkohols wie bei Carr, 
aber teilweise veranderte Zeitdauer. Die Konzentration des Insulins, die 
Carr nicht angegeben hat, haben wir 0,25—0,33°/,ig gewahlt. 

Regenerierung: 50mg Insulin werden in 10 ccm n/30-NaOH gelost 
und 17 Stunden bei 1—3° stehen gelassen. Dann wird auf py etwa 3 zuriick- 
gesiuert. Lang inaktiviertes Insulin war in Alkali etwas schwerer léslich als 
kurz behandeltes. 
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Tabelle 2. 





























Versuchsdauer Starke 
jnoutin | 2 |_in Stmden | nach der_} Versuchsbodingungen 
praparat fx se, gis | @ — 
<8) 
_ rE E | SE rE . SE Inaktivierung 
Ss > Gm ms > Ge 
Hochst 14 12 15 | 24 — | 0,32 0,25 °/, Insulinlésung, 
2n-HCl, 80°/, CH,0H 
Héchst 15 | 8—9 7 | #17 — | 0,65 |0,33°/, Insulinlésung, 
| 1,75n-HCl, 75°/, C,H;OH 
Hochst 16 | 5—6 10 | 17 | 0,05 1,00 |0,33°/, Insulinlésung, 
| 0,75n-HCl, 75°/, C,H;OH 
Hochst 16 | 5—6 | 400 17 — 0,10 desgl. 
Hochst 16 | 5—6 6 | 17 | 0,08 0,95 desgl. 
Lilly 9—10 7 | #17 — 055 |0,33°/, Insulinlésung, 
| 1,75n-HCl, 75°/, C,H;OH 
Kryst. Ins. | 25 6 17 | 0,25 0,53 |0,33°/, Insulinlésung, 
0,75n-HCl, 75°/, C,H;OH 
Kryst. Ins. | 25 6 17 | 0,15 0,57 |0,1°/, Insulinlésung, 
0,75 n-HCl, 75°/, C,H;OH 


Die Angaben iiber die Starke des Insulins stiitzen sich auf 
Messungen an je 24 Tieren. Die spezifische Drehung des Insulins 
ist sofort nach dem Auflésen in alkoholischer HCl — 24° und 
bleibt wihrend der Inaktivierung auf diesem Wert stehen. Das 
6 Stunden lang behandelte krystallisierte Insulin mit der Starke 0,25 
weist einen Gehalt von 3,88°/, OC,H, auf. Nach 17stiindiger 
Behandlung mit n/30-NaOH bei 1—38° enthielt das Insulin kein 
OC,H, mehr. 

Die Angaben in der Tab. 2 beziehen sich auf Gewichtskonzentrationen. 
Ks sind gleiche Mengen Insulin eingesetzt, aber verschiedene Mengen Insulin- 


einheiten. Der letzte Versuch ist mit gleicher Einheitenkonzentration (im Ver- 
gleich zu den Versuchen mit amorphem Insulin) angestellt. 


Siureschédigung von amorphem und krystallisiertem 
Insulin bei gleicher EKinheitenkonzentration. 


100 Einheiten Insulin (= 4mg_ kryst. bzw. 16mg Insulin Héchet) 
werden in 9 cem 0,75 n-HClI bei 18° (im temperaturkonstanten Raum) 25 Taze 


stehen gelassen. 
Die Starke des Insulins Héchst betragt 0,30; die des krystallisierten 0,15. 


Methylierung des Insulins mit Diazomethan. 
Inaktivierung: 100 mg Insulin werden in 5 cem absolutem 
Methanol gelést und unter Hiskihlung 25 ccm emer 1°9/,igen 
absolut atherischen Diazomethanlésung zugegeben. Bei langeren 
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Versuchszeiten wurde im Kihlschrank aufbewahrt. Zur Beendigung 
der Einwirkung wurde ein Tropfen Eisessig zugesetzt und das 
schon von Anfang an ausgeflockte Insulin durch Zusatz von 
etwa 20—80cem absolutem Ather védllig ausgefillt und ab- 
veschleudert. Das Produkt ist sehr leicht wasserléslich. 
Regenerierung: 20mg Methylinsulin werden in 30 ccm 
n/30-NaOH bei 1—3° 4—48 Stunden stehen gelassen. 




















Tabelle 8. 
: Starke 
. er Zahl der Tiere Dauer 
pin oo der suaiacte 
a ee Inakt. Regen. Inakt. Regen. | Inakt. | Regen. 
Salzséure- | 
Insulin I 18 24 36 5 Stdn. | 20 Stdn. 0 0,20 
7 18 24 | 24 1Stde. 48 ,, 0 | 0,18 
: 18 — | 12 “i e . — | 0,19 
z 18 ~ + = > _ — | 0,22 
. 18 6 | 12 | 25Stdn, | 5, 0 | 0,05 
Salzséure- 
Insulin I] 13—14 | 12 | 18 8Min. 24 ,, 0 | 0,39 
7 i3—14 | — | 24 .. a — | 032 
cS 13—14 6 | 12 — ie a 0 | 0,46 
Hochst 12 — erm, 40, — | 027 
" 12 — 12 / eS . — 0,40 
: s—9 - |  . 5, — | 039 
7 8—9 a | ee 120 ,, — | 0,40 
. 8—9 12 18 5—10 Sek. a 0 0,31 
gs—9 — | #@ |5—10 , |20 ,, — | 0,28 
i 8—9 « | @ 20Stdn. 20 ,, — | 0,09 
: $9 — | we eee, = . — | 0,07 
. 8—9 — 24 5—10 Sek. (16 __,, _— 0,22 























Insulin Hochst (8-—9 Einh. im Milligramm) das 30 Sekunden 
behandelt war, zeigte einen Gehalt von 2,58°/, OCH;.1) Das 
Regenerat wies 1,26°/, auf. Nach 48 Stunden Methylierung war 
der OCH,-Gehalt etwa 4°/). 

Die Regenerierung ist schon nach kurzer Zeit erreicht. 
Zwischen 4 und 48 Stunden Dauer ergab sich kein Unterschied 
im Ergebnis. 


Insulin und Natriumamalgam. 


Die Versuche wurden mit Insulin Héchst und krystallisiertem 
Insulin ausgefiihrt. 


1) Ein Teil davon mag NCH, sein. 
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Versuchsansatz: 10mg _ krystallisiertes Insulin werden in 
40 ccm Wasser gelést (unter Zusatz von etwas HCl) und 6¢ 
2°/,iges Na-Amalgam zugegeben. Unter dauerndem Schiitteln 
und Tipfeln auf Lackmuspapier wird, sobald die Reaktion nur 
noch sehr schwach sauer ist, etwa 0,1 ccm einer 2 n-HCl zugegeben. 
Im Laufe von etwa 1,5—2 Stunden werden so 2 cem Saure zu- 
gesetzt. Die Reaktionsgeschwindigkeit hangt sehr stark ab von 
der Intensitét des Schiittelns. Das Insulin bleibt in Losung. 
Nach Beendigung der Reaktion wird vom Quecksilber abgegossen 
und mit Wasser nachgewaschen. 

Das Insulin ist fast vollig inaktiviert. 














Tabelle 4. 
ee Ammoniak in 9/, 
Dauer der Alkalieinwirkung seat 
(n/30,34°) Krystallisiertes | Reduziertes krystal- 
Insulin | lisiertes Insulin 

0 Stunden 0,0 | 0,060 
4 - 0,136 | 0,120 

24 ‘s 0,132 0,124 





Die Ammoniakwerte fiir unverindertes Insulin sind etwas 
niedriger als die sonst angegebenen. Das beruht auf visuellen 
Verschiedenheiten der ablesenden Personen, wie sich am Colori- 
meter feststellen leB. Es ist natirlich notwendig, daB alle Ab- 
lesungen einer Versuchsreihe von der gleichen Person durch- 
gefiihrt werden. 

Die angewandte Insulinkonzentration ist zu gering, als daf 
man die optische Drehung noch gut ablesen kénnte. In konzen- 
trierter Lésung aber flockt das Insulin allmahlich aus, weil durch 
Zugabe der Séure wachsende Mengen Kochsalz gebildet werden. 
Wenn man diese Suspension vom Quecksilber abgieBt und nach- 
wischt, so gelingt es durch Zusatz von Lauge bei schwach alkalischer 
Reaktion das Insulin in Lésung zu bringen. Immerhin ist die 
Lésung nicht vélhg klar. Es kénnen infolgedessen keine genauen 
Angaben gemacht werden. Man kann aber sagen, daB die Drehung 
abgenommen hat. 


Aktiviertes Magnesium und Insulin. 


Versuchsansatz: 50mg _ krystallisiertes Insulin werden in 
20 cem n/10-HCl] gelést, 1 Tropfen Quecksilber und 1g feine 
Mg-Spine zugegeben. Unter Schiitteln gibt man weiter Saure 
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zu (spater konzentriertere, damit das Volumen nicht zu grob 
wird). Auch hier kommt es wie bei der Reduktion mit Na-Amalgam 
darauf an, wie intensiv geschiittelt wird. Die Zeitdauer kann 
deshalb nicht scharf angegeben werden. Nach 3—5 Stunden ist 
die Starke in diesem Versuch 0,30 gewesen. Zur Aufarbeitung 
wird im Vakuum eingedampft (bei neutraler Reaktion), der Riick- 
stand in Alkohol gelést (eventuell unter Zusatz einer kleinen 
Menge Wasser) und dann mit etwa 2,5 Teilen Aceton versetzt. 
Das Insulin fallt aus, wahrend das Mg-Salz zum allergréBten 
Teil in Lésung bleibt. Nach wiederholtem Umfallen betragt die 
Ausbeute an Trockensubstanz etwa 80°/, des Ausgangsmaterials. 

Die spezifische Drehung ist 35°, gegen 50° des Ausgangs- 
insulins unter denselben Bedingungen. Die Absorptionskurve war 
unverindert. Amorphes Insulin wird ungefahr gleich schnell 
unwirksam. 


Schwefelwasserstoff und Insulin. 


DieVersuche bei niederer Temperatur wurden im verschlossenen 
GefaB vorgenommen, die auf dem siedenden Wasserbad am 
RiickfluBkiihler. Zur Unterbrechung wurde der Schwefelwasser- 
stoff durch Einleiten von Stickstoff verdringt. Ks war nicht 
notwendig, die Reaktion rascher zu unterbrechen, da bei Zimmer- 
temperatur die Schédigung des Insulins in saurer Liésung nur sehr 
langsam erfolgt. 





























Tabelle 5. 

r Versuchsbedingungen Starke des 
7, : - PLEA AOE 

a anal Insulin- | Volumen | Tem- | re 
5 | praparat menge |d.Lésung| peratur | Dauer nach der 
- in mg | in ccm | in Grad | Behandlung 
1} Hochst > | 2 20 =| 24 Std. 0,73 

(9 I.-K./mg) | | 

2 desgl. 20 20 34 | «40~—C—=, 0,59 

3 desgl. 20 20 34 ~|—s 8 Tage 0,26 

4 desgl. 50 20 20 ~=—|—s15 ‘Std. 0,81 

5 | — desgl. 50 20 20 5 , 0.81 

6 desgl. 50 20 20 | «C66 C=, 0,73 

7 desgl. 25 10 90 | 30 Min 0,22 

8 desgl. —— -- 90 2 Std. 0,04 

9 | Kryst. Ins. 38 15 - | FF, 0,0 

(25 I.-E./mg) 

10 desgl. 20 5 98 45 Min. 0,05 
Il desgl. 20 20 34 1l Tage 0.0 
12 desgl. 10 2,5 20 17 Std. 0,86 
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In den Versuchen 1, 2, 3 und 11 war das Insulin in gesattigtem Schwefel- 
wasserstoffwasser aufgelést. In allen anderen Versuchen wurde wahrend der 
ganzen Reaktionsdauer das Gas eingeleitet. Jede Angabe iiber die Starke 
der Praparate ist an 24—48 Tieren gemessen. 

Die Lésungen hatten vor der Sattigung mit Schwefelwasserstoff 


pu 3—3,5. 
Ammoniakbestimmungen. 


Zu Versuch 9. In einem aliquoten Teil der behandelten Lésung werden 
colorimetrisch 0,20°/, Ammoniak gefunden; bei der Behandlung mit Alkali 
in 2,2 Stunden 0,23°/,, nach 19 Stunden 0,26°/,. 

Zu Versuch 10. Nach Inaktivierung 0,196°/, Ammoniak. Bei Alkali- 
behandlung nach 3 Stunden 0,172°/,, nach 20 Stunden 0,216°/,. 


Zu Versuch 11. In der inaktivierten Lésung 0,104°/, Ammoniak. Nach 
Alkalibehandlung in einigen Minuten 0,124°/), nach 4 Stunden 0,252°/,, 
nach 2 Tagen 0,284°/,. Das ist mit Alkali ein Zuwachs von 0,15—0,18°/, 
Ammoniak. 

Kontrollversuch zur Hitzebehandlung. Insulin ohne H,S der gleichen 
Temperatur ausgesetzt, wahrend gleicher Zeit. 11 Tage bei 34°: in Lésung 
0,104°/, Ammoniak. Die Wirksamkeit ist vollkommen erhalten. 


Hydroxylamin. 


10 mg krystallisiertes Insulin werden in 0,5 ccm reinem Methylalkohol 
mit 0,2ccm einer 20°/,igen Hydroxylamin—Hydrochloridlésung versetzt. 
Das Insulin geht in Lésung (amorphes Insulin schon vor Zusatz des Hydr- 
oxylamins, krystallisiertes erst nach Zusatz desselben, wenn man nicht etwas 
Saure zugibt). 

Zur Aufarbeitung wird 1 ccm Methylalkohol zugesetzt und mit 5 ccm 
absolutem Ather gefallt. Man fallt wiederholt um. 

Bei den friiheren Versuchen, in denen Inaktivierung eingetreten war, 
wurde auch eine Ammoniakbestimmung vorgenommen. Das Trockenmaterial 
hatte eine Starke von 0,42. Mit Alkali spaltete es folgende Mengen Ammoniak 
ab: nach 1 Stunde 0,075°/,, nach 2 Stunden 0,060°/,, nach 19 Stunden 0,060°/,. 
Krystallisiertes Insulin spaltete nach 2 bzw. 19 Stunden 0,16°/, ab. Wenn 
entsprechend der Starke des Reaktionsproduktes 42°/, des Insulins unver- 
aindert vorhanden sind, wahrend der Rest in ein vdllig inaktives Derivat 
iibergegangen ist, dann miBte man fiir das mit Hydroxylamin behandelte 
Insulin gerade 0,06°/, Ammoniak erwarten. Leider wurde aber nicht bestimmt, 
ob nicht diese Menge von 0,06°/, Ammoniak schon von Anfang an im Produkt 
vorhanden war als Verunreinigung, oder ob sie wirklich erst durch Abspaltung 
gebildet worden ist. Gleichgiiltig, ob nun die unbekannte Verunreinigung, 
die die Inaktivierung bedingt hat, infolge zu geringer Menge nicht ganz in- 
aktivieren konnte, oder ob das Einwirkungsprodukt eben eine bestimmte 
Eigenwirksamkeit besitzt, das entstandene Reaktionsprodukt spaltet wohl 
sicher mit Alkali kein Ammoniak mehr ab, mindestens nicht mehr die ganze 
Ammoniakmenge, die unverandertes Insulin abgibt. Die Reaktion, die spater 
nicht mehr zu reproduzieren war, muB8 sich also unter Beteiligung der alkali- 
empfindlichen Stickstoffgruppen abgespielt haben. 
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Phenylhydrazin. 


40 mg Insulin (18 I.E./mg) werden in 4ccm reinem Methylalkohol 
gelést und 0,3 ccm frisch destilliertes Phenylhydrazin zugegeben. Das Insulin 
fallt sofort aus. Nach 20stiindigem Stehen unter Stickstoff bei Zimmer- 
temperatur wird mit Ather versetzt, abgeschleudert, mit Ather gewaschen 
und getrocknet. Das Insulin war vdllig unveraindert in seiner Wirksamkeit 
(gepriift an 24 Tieren). 

Fihrt man den Versuch statt in Methylalkohol in 4 ccm 50°/,iger Essig- 
siure durch, so bleibt das Insulin in Lésung. Auch hier keine Schadigung 
des Insulins. 

Nitrit. 

In Wasser: 50 mg Insulin Héchst 18 (7 I.E./mg) in 2 com Wasser gelést, 
dazu 1eem Eisessig und 2 ccm 30°/,iges Natriumnitrit. Das Insulin flockt 
aus. Zur Beendigung des Versuchs wird abgeschleudert und getrocknet. 
Gelbes Pulver. 

In organischem Lésungsmittel mit Isoamylnitrit: 100 mg Insulin werden 
in 10 cem Eisessig oder Methylalkohol gelést, wozu einige Tropfen Wasser 
zugesetzt werden miissen, dann werden 2 ccm reines Isoamylnitrit zugefiigt. 
Aufarbeitung durch Fallen mit Ather. Lang behandelte Produkte sind schwer 
léslich in Wasser. 

Die in der folgenden Tab. 6 angefiihrten Versuche sind teils in Eis- 
essig, teils in Methylalkohol—Ather oder Methylalkohol allein mit Isoamylnitrit 
angesetzt. Es wurde von den gewonnenen Trockenprodukten die Starke der 
Wirksamkeit, die Gelbfarbung nach Auflésung in sehr verdiinntem NaOH 
und der freie Aminostickstoff nach van Slyke gemessen. 











Tabelle 6. 
e A me i > Zevettora der J 
- , Witksamkeit Intensitat — 
a Lésungs- Versuchs- ge nach 
E ‘ in °/, der der 
z mittel dauer eingesetzten | Farbung | V*? Slyke 
S Einheiten in °/, 
] Kisessig 3 Min. 38 43 0,95 
2 desgl. 15 ,, 82 75 0,92 
3 desgl. 12 Stdn. 97 100 0,81 
4 desgl. 25 Cs, -— -- 0,73 
5 | Methylalkohol a «, 28 32 — 
6 |Meth.-Ather (1:1)} 2 ,, — 10 _ 
7 desgl. -— a 37 17 0.94 

















Fiir die colorimetrische Messung war die Farbintensitat, die bei fast 


volliger Inaktivierung des Insulins auftrat, gleich 100 gesetzt. Jede Angabe 
liber die Starke der Praparate stiitzt sich auf 24 Tierversuche. 


Zur Anwendung kam Insulin Hochst 18 (10 1.K./mg). Ks 


enthielt nach van Slyke 1,02 bzw. 0,99°/, Amino-N (nach 5 
und 15 Minuten). 
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Hier soll noch ein Versuch erwéhnt werden, bei dem eine 
0,5°/,ige Losung von Insulin in Eisessig mit 20°/, Salpetersiure 
15 Minuten stehen blieb, Die Starke war auf die Halfte gesunken, 
Amino-N betrug 0,95°/,. Die Schadigung ist geringer als mit 
Isoamylnitrit. (Versuch 2). 


Benzaldehyd. 


Ansatz 1: 40 mg Insulin (18 I.E./mg) werden in 4 ccm Methylalkoho! 
gelést und 0,3 ccm Benzaldehyd zugegeben. Bei Zimmertemperatur im ver- 
schlossenen GefiB stehen lassen und mit Ather ausfallen. Starke nach 
4 Stunden 0,70. 

Ansatz 2: Wie 1, aber statt Methylalkohol n/10-HCl. Starke nach 
4 Stunden 0,65, nach 48 Stunden etwa 0,05. 

Regenerierungsversuch: 50 mg Reaktionsprodukt von der Starke 0,20 
werden in 4ccm 30°/,iger Essigsiure mit 2ccm reinem Phenylhydrazin 
48 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Starke wiederum 0,19. 

Alle Angaben iiber Starke sind aus je 24 Tierversuchen gewonnen. 


o-Chlorbenzaldehyd. 


Die Versuche sind ausgefiihrt worden mit einem amorphen Insulin 
(18 J. E./mg) und mit krystallisiertem. 

Gehalt an freien Aminogruppen im amorphen Insulin: urspriingliches 
Insulin 0,92 (Slyke), 1,20 (Formol); behandeltes Insulin (Starke = 0,03) 
0,95 (Slyke), 1,28 (Formol). 

Ansatz: 25 mg krystallisiertes Insulin (oder amorphes) werden in 2,5 ccm 
Methylalkohol gelést und 4 ccm o-Chlorbenzaldehyd zugegeben. Das Insulin 
scheidet sich allmahlich in 6liger Form ab. 


Tabelle 7. 





x , 
A Versuchs-| Starke Pee tang : 
| Insulin- Versuchs- Rei dte ie abspaltung mit 
= a . é Alkali in °/, nach 
a praparat bedingungen a 
S 3 Stdn. 24 Stdn. 
1 }Amorph. Ins.} N,, gewéhnl. Ald. l 0,68 -— -- 
(18 I. E./mg) 

2 desgl. desgl. 12 0,33 ~~ -- 

3 desgl. desgl. 24 0.11 _— — 

4 desgl. desgl. 48 0,03 -- -- 

5 desgl. H,, gerein. Ald. 24 0.24 -- —~ 

6 desgl. Luft, gerein. Ald. l 0,39 ~- — 

7| Kryst. Ins. desgl. 6 0.0 0,050 0,083 
8 desgl. H,, gewohnl. Ald. 24 0,08 0,072 0,081 
9 desgl. H,, gerein. Ald. 24 0.18 —- ~ 
10 desgl. H,, bes. gerein. Ald. 60 0.25 -~ “= 

















Jede Angabe iiber die Starke stiitzt sich auf 24 Tierversuche. Krystalli- 
siertes Insulin gab mit Alkali 0,15 bzw. 0,16°/, NHs3. 
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Wasserstoffsuperoxyd. 


Versuch bei gleicher Gewichtskonzentration: 20 mg Insulin [krystalli- 
siertes bzw. Héchst 24 (14 I. E./mg)] in 1 ccm Wasser, dazu 1 ccm 30°/,iges 
H,O,; bei Zimmertemperatur stehen lassen. 

Bei gleicher Einheitenkonzentration: 20 mg Héchst, bzw. 10 mg kry- 
stallisiertes Insulin, alles iibrige wie oben. 














Drehung: [o]-46 =— 42° St.: 1,0 
48° 0,50 
60° 0,15 
64° 0,02 
70° 0,00 
Van Slyke: 1,10. Nicht oder kaum verandert. 
Tabelle 8. 
: r ‘Starke : 
Versuchsdauer | bei gleicher Gewichts-Konzentrat. bei gleicher Einh.-Konz. 
Hochst | krystallisiert | krystallisiert 
5 Stunden _ 0,50 — 
. » 0,60 — 0,30 
24 " 0,45 0,15 -- 
2 Tage a 0,02 ~- 
35 0,15 ron - 





9. Zusammenfassung. 

Die wesentlichen Ergebnisse dieser Untersuchung sind: 
Bei der Inaktivierung des Insulins mit verdiinntem Alkali wird 
0,16°/, Ammoniak abgespalten, das als solches identifiziert wurde. 
Zuwachs an Aminostickstoff findet nicht statt. Das inaktivierte 
Préparat wird von Papain langsamer hydrolysiert als Insulin. 

Bei der Behandlung des Insulins mit heiBer verdiinnter 
Salzséure tritt Ammoniak aus ehe eine nennenswerte Schidigung 
der Wirksamkeit eintritt. Dieses Ammoniak mu8 anderen Stellen 
der EiweiBkette entstammen als das durch Alkali aus der wirk- 
samen Gruppe abgespaltene. Mit heiSer Salzsiure behandeltes 
hoch wirksames Insulin enthalt weniger Stickstoff als das Aus- 
gangsinsulin. 

Die Regenerierung des nach Carr veresterten Insulins gelingt 
besser an amorphen, weniger wirksamen Priaparaten als an kry- 
stallinen. Es laBt sich zeigen, daB diese Tatsache mit einer zweiten 
irreversiblen Reaktion der wirksamen Gruppe zusammenhingt. 
DaB die veresterbare Carboxylgruppe frei ist und nicht als Lacton 
usw. vorliegt, wird durch ihre Reaktionsfaihigkeit gegeniber 
Diazomethan dargetan. 
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Mit Natriumamalgam wird Insulin in saurer Lésung _in- 
aktiviert. Dabei werden 0,06—0,08°/, Ammoniak abgespalten. 
Das reduzierte Insulin gibt unter Bedingungen, unter denen 
unversehrtes Insulin 0,16°/, Ammoniak abspaltet, nochmals 
0,06—0,08°/, Ammoniak ab. Ahnlich wirkt Magnesiumamalgam. 

Die Inaktivierung durch aromatische Aldehyde besteht in 
einer Sauerstoffiibertragung. Hierbei ebenso wie bei der Inakti- 
vierung mit Wasserstoffsuperoxyd wird das durch Alkali abspalt- 
bare Ammoniak von 0,14—0,16°/, auf 0,07—0,08 herabgemindert. 

Diese Versuche fiihren zu der Annahme, daB mit Alkali aus 
Insulin 2 Molekiile Ammoniak abgespalten werden, deren eines sich 
auch mit diesen Reduktions- und Oxydationsmitteln abtrennen 
aBt. Im Gegensatz hierzu wird nach der Inaktivierung durch 
Schwefelwasserstoff (84°) durch Alkali noch der gesamte Betrag 
von 0,14—0,16°/, Ammoniak abgespalten. Wenn 0,08°/, Ammoniak 
einem Aquivalent entspricht, ist als Molekulargewicht des krystal- 
linen Insulins 20000 anzunehmen. 

Salpetrige Siure bringt den freien Aminostickstoff zum Ver- 
schwinden, ohne die gesamte Wirksamkeit zu zerstéren. Die Des- 
aminierung selbst scheint mit dem Abfall der Wirksamkeit nichts 
zu tun zu haben. Dagegen besteht der Angriff auf die wirksame 
Gruppe wahrscheinlich in einer Oxydation oder Nitrierung. Bei 
Anwendung von Amylnitrit geht die Inaktivierung der Desami- 
nierung voraus, also haben auch hier beide Reaktionen verschiedene 
Geschwindigkeit, allerdings in verschiedener Folge. 

Carbonylgruppen lassen sich nicht nachweisen. 
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Die Einwirkung proteolytischer Fermente auf Insulin. 
Vergleich von Hydrolyse und Zerstorung der Wirksamkeit. 
9. Mitteilung uiber Insulin.?) 


Von 


Karl Freudenberg, Wilhelm Dirscherl, Helmut Eichel und Emil Weiss. 
Mit 7 Figuren im Text. 


Ausgefihrt mit Hilfe der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und 
der I. G. Farbenindustrie Hochst. 


Die Bestimmungen des Blutzuckers verdanken wir Frl. K. Hampel, E. Bié, 
und E. Reeps. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8, August 1931.) 


Die Wirkung von Fermenten auf amorphes Insulin ist schon 
yor Jahren von verschiedenen Autoren untersucht worden, und 
auch in neuerer Zeit sind derartige Arbeiten in Angriff genommen 
worden.?) 

Ks ist aber vor allen Dingen wichtig, als Substrat nicht nur 
amorphes, sondern auch krystallisiertes Insulin zu verwenden, 
am besten das Verhalten beider einer Prifung zu unterziehen. 
AuBerdem ist es unbedingt notwendig, sich nicht allein mit der 
Feststellung zu begniigen, daB das eine oder andere Ferment das 
physiologische Wirkungsvermoégen des Insulins zerstért oder nicht 
angreift, man mu8 auch den Angriff auf die Eiweiikomponente 
des Insulins verfolgen. Das ist bisher kaum geschehen. Das 
Problem ist, die Zerst6rung der Wirksamkeit im Zu- 
sammenhang mit dem Hiweifabbau genau zu studieren. 

Da8 die meisten der friiheren Untersuchungen mit einer ganz 
ungenigenden Messung der Wirksamkeit des Insulins behaftet 
sind, sei nur nebenher erwaéhnt. 


a) Pepsin. 
In der 4. Mitteilung’) ist die Einwirkung dieses Fermentes 


grindlich studiert worden. Es konnte gezeigt werden, daB amorphes 


1) 8. Mitt. voranstehend. 
2) Z. B. W. Corneli, Diese Z. 199, 217 (1931). 
°) Diese Z. 180, 217 (1929). 
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Insulin von Pepsin zerstért wird (in Bestaétigung anderer Arbeiten) 
und zwar im gleichen Sinne wie die Verdauung abhangig von der 
Wasserstoffionenkonzentration der Lésung, der Temperatur, der 
Zeitdauer und der Fermentmenge. Allerdings wurde nur in einer 
Versuchsreihe der proteolytische Abbau verfolgt. 

Ks wurde nun in Fortfiihrung dieser friiheren Versuche Pepsin 
auf krystallisiertes Insulin (im Mengenverhaltnis 1:10 bei 30°) 
zur Kinwirkung gebracht und nach gewissen Zeiten die noch vor- 
handene Wirksamkeit des Insulins und der Angriff auf das Eiweif 
durch Messung des Zuwachses an freien Aminogruppen nach 
van Slyke festgestellt. Es ergab sich das unerwartete Resultat, 
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daB die Schédigung des Insulins viel rascher vor sich geht als die 
Spaltung des HiweiBes. Nach mehrtiégiger Pepsinwirkung hat der 
freie Aminostickstoff des krystallisierten Insulins von etwa 1°), 
auf etwa 1,8°/, zugenommen. Driickt man nun die zu friiheren 
Zeiten gefundenen Zunahmen in Prozent dieses Endwertes aus, s 
erhalt man folgendes Bild: bei einem Zuwachs von 16°/, des End- 
wertes betragt die Zerstérung der Wirksamkeit 40°/,, bei 40°, 
Zuwachs schon 90°/). Das Insulin ist véllig zerstért, wenn das 
Pepsin etwa die Halfte seiner Leistung vollbracht hat (Fig. 1). 

Am amorphen Insulin ]a8t sich aus den Zahlen der 4. Mit- 
teilung ein ahnliches Bild gewinnen. 

Zuniachst soll dieses Ergebnis nur mitgeteilt werden, die 
Diskussion soll erst nach Besprechung der anderen Ferment: 
versuche erdffnet werden. 
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Neuerdings haben A. F.Charles und D. A. Scott?) mit- 
geteilt, daB die Zerst6rung der Wirksamkeit des krystallisierten 
Insulins der EiweiBspaltung vorauseilt. Diese wurde durch Ab- 
nahme der Fallbarkeit mit Trichloressigsiure verfolgt. 


b) Nicht aktiviertes Papain. 

Schon EK. Witzemann und L. Livshis?) haben Papain auf 
Insulin einwirken lassen und festgestellt, daB dieses zerstért wird. 
Die Abhangigkeit der Papainwirkung von Wasserstoffionen- 
konzentration und Temperatur war damals noch nicht naher be- 
kannt. Witzemann und Livshis verwendeten ein Papain- 
priparat ohne genaue Kennzeichnung und arbeiteten in Bicarbonat- 
issung bei Zimmertemperatur mit Insulin Lilly. Die Unwirksamkeit 
des Insulins wurde aber nur an einem Kaninchen gepriift. 

Wir arbeiteten zunachst bei px 5 und einem Verhaltnis von 
substrat zu Ferment wie 1:1. Die Temperatur betrug immer 40°. 
Zur Verfolgung des EiweiBabbaues wurde die alkalimetrische 
Titration der auftretenden Carboxylgruppen nach Willstatter 
und Waldschmidt-Leitz beniitzt und zwar in der von Grass- 
mann angegebenen Mikroausfiihrung.*) Teilweise wurde auch der 
Zuwachs an Amino-Stickstoff (nach van Slyke) gemessen und 
gute Ubereinstimmung zwischen beiden Methoden erzielt. Man 
ist also wohl berechtigt, den gemessenen Laugenverbrauch auf 
Carboxyl bzw. Aminogruppen zu berechnen, um ein anschauliches 
MaB zu erhalten. 

Das verwendete Papain enthielt 1,8 Papain-Kinheiten*) im 
Miligramm und ergab an Gelatine innerhalb 20—30 Stunden einen 
Zuwachs der freien Aminogruppen (bzw. Carboxylgruppen) von 
2,25°/,, bezogen auf wasserfreie Gelatine. Bei Insulin Héchst 
10 I. K./mg) 5) erfolgte eine Zunahme von 2,85°/,, bei krystallisiertem 
Insulin von 1,4°/,, bei einem wiederholt umkrystallisierten Insulin 
betrug der Zuwachs nur 0,75°/,. (Fig. 2 und Tab. 1, Versuche.) 

Es sind dem krystallisierbaren Anteil im ainorphen Insulin 
BallasteiweiBstoffe beigemengt, die durch Papain weiter auf- 
gespalten werden k6nnen als das krystallisierte wirksame EiweiB. 
Zieht man aber die Zerstérung der physiologischen Wirksam- 





1) Trans. Roy. Soc. Canada (3) 24, Sect. V, 95 (1930). 

2) J. of biol. Chem. 57, 425 (1923); 458, 463 (1923). 

3) Grassmann und Heide, Diese Z. 183, 32 (1929). 

4) Willstatter u. Grassmann, Diese Z. 138, 204 (1924). 
5) J. E. bedeutet internationale (Standard)-Einheiten. 
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keit des Insulins (im folgenden immer kurz als ,,Zerstérung* be- 
zeichnet) in Betracht, so entspricht einer Zerst6rung von 60°/, beim 
amorphen Insulin ein Aminozuwachs von 1°/,, beim krystallisierten 
Insulin dagegen von 0,5°/). Die absoluten Werte sind verschieden. 
Wenn der EiweiBabbau sein Ende erreicht hat, kommt die In- 
aktivierung zum Stillstand, ohne indessen immer vollstindig zu 
werden. Das Bild vereinfacht sich wesentlich, wenn man den be- 
treffenden Endwert des Aminozuwachses als 100 bezeichnet und 
nun die jeweiligen Zunahmen in Prozenten dieses Endwertes aus- 
driickt. Beim amorphen Insulin soll also 2,8°/, Zuwachs, beim 
krystallisierten Insulin 1,4°/, gleich 100 gesetzt werden (Fig. 3). 
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So betrachtet, ist eine Zerstérung von 40°/, bei beiden In- 
sulinen mit einem Zuwachs von 20°/, des Endwertes verkniipft. 
Die Kurven decken sich, wie man aus Fig. 3 ersieht. Im Verlauf 
der Kurven kommt auch sehr deutlich zum Ausdruck, daB die 
Zerst6rung des Insulins viel rascher vor sich geht als der hydro- 
lytische Abbau. Wenn das Ferment 20°/, seiner Endleistung voll- 
bracht hat, sind 40°/, zerstért, bei 30°/, 60°/5. Dann geht die Zer- 
stérung langsamer, so daB die Endwerte beider Gré8en etwa zu 
gleicher Zeit erreicht sind. Uber das Verhalten von krystallisiertem 
Insulin s. unten. Dieses Langsamerwerden hat nicht seinen Grund 
etwa in einer Verinderung des px im Verlauf der Hydrolyse. Das 
pu bleibt véllig unverindert (Versuchsteil). 

DaB dies bei beiden Insulinen der Fall ist, deutet darauf hin, 
daB die im amorphen Insulin noch vorhandenen Ballaststoffe oder 
laingeren Eiwei8ketten mit etwa gleicher Geschwindigkeit vom 
Papain angegriffen werden wie das Kiwei8 des krystallisierten 


Insulins. 
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Fihrt man die Versuche bei anderer Wasserstoffionenkonzen- 
tration durch, z. B. bei pu 3,6 oder 6, so wird Insulin bis zum 
gleichen Endwert aufgespalten wie bei pu 5, nur erfolgt die Hydro- 
lyse in beiden Fallen langsamer, tibrigens unter sich fast gleich 
rasch. Das Optimum der Papainwirkung auf Insulin liegt also bei 
px etwa = 5. Das entspricht den Angaben von Willstatter und 
Mitarbeitern, daB sich das Optimum in der Nahe des isoelektrischen 
Punktes des Substrates befindet. Die Zerstérung der Wirksamkeit 
steht trotz veranderter Bedingungen im gleichen Zusammenhang 
zur Aufspaltung wie bei den Versuchen bei pu 5. (Tab. 1 im 
Versuchsteil.) 
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Verdoppelung der Papainmenge bewirkt keine Anderung der 
Aufspaltungsgeschwindigkeit. Verminderte Papainmenge (1/,) der 
Insulinmenge) baut etwas langsamer ab. Das Verhaltnis zwischen 
Hydrolyse und Zerstérung bleibt immer dasselbe (Fig. 4). 

Das spricht offensichtlich dagegen, daB bei der Ferment- 
einwirkung die wirksame Gruppe als noch wirksam abgespalten 
und dann erst infolge der Milieubedingungen zerstért wird. Aller 
Wahrscheinlichkeit nach erfolgt die Zerst6rung der physiologischen 
Wirksamkeit des Insulins wirklich durch primare Fermentwirkung. 

Merkwiirdig ist, daB im Gegensatz zum amorphen das krystalli- 
sierte Insulin auch nach langer Fermenteinwirkung und noch- 
maligem Papainzusatz immer noch etwa 10°/, seiner Wirksamkeit 
zuriickbehalt. Umkrystallisiertes Insulin wird bei einem End- 
aminozuwachs von 0,75°/, nur zu 65—70°/, zerstoért (Tab. 1). 

11* 
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Einmal krystallisiertes Insulin (Endwert des Zuwachses an Amino- 
stickstoff 1,4°/,) zeigt bei 0,75°/, Aufspaltung eine ganz ahnliche 
Schwachung, die Einwirkung geht aber noch weiter. Dieser Befund 
ist auBerordentlich merkwiirdig. 

Wahrend der Papainhydrolyse steigt die Drehung an. Dasselbe 
ist aber der Fall, wenn man alkaligeschidigtes Insulin der Hydrolyse 
unterwirft, die dann allerdings langsamer verliuft. Diese Drehungs- 
inderung ist also nicht spezifisch fiir die wirksame Gruppe und 
gibt weiter keinen AufschluB. 
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An dieser Stelle soll auch die Kinwirkung des Papains auf 
alkaligeschidigtes Insulin Hochst (10 I. E./mg) besprochen werden 
(Fig. 5). Behandelt man Insulin Hochst 24 Stunden lang mit 
n/30-Natronlauge bei 1—3°, so bleibt die Wirksamkeit vollig er- 
halten, wie schon friher festgestellt worden ist. Die Papain- 
hydrolyse dieses Praéparates verliuft aber langsamer, so daB der 
Endwert von 2,85°/, Aminozuwachs erst nach etwa 60 Stunden 
erreicht wird (bei unverindertem Insulin nach etwa 20 Stunden). 
LaBt man das Alkali 4 Stunden bei 30° einwirken, wobei die Wirk- 
samkeit fast vollkommen zerstért ist, so verlauft die Hydrolyse 
noch langsamer. Auch nach einigen Tagen scheint die Aufspaltung 
nicht mehr so weit zu gehen wie bei intaktem Insulin. Unterwirit 
man aber das inaktivierte Insulin der Behandlung mit n/10-HC! 
(Zimmertemperatur, 15 Stunden), so findet die Einwirkung des 
Papains zwar anfangs wiederum sehr langsam statt, nach etwa 
einem T'ag nimmt die Geschwindigkeit der Spaltung aber rasch zu 
und man erreicht in ungefahr 60 Stunden fast wieder den iiblichen 
Endwert (Tab. 2, Versuchsteil). 
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Ks ist interessant, da8 durch so schwache Alkaliwirkung das 
EiweiBgeriist des Insulins so weitgehend verindert wird, daB der 
Angriff durch das Papain wesentlich langsamer vor sich geht, 
obwohl bei einer Alkalibehandlung, die gerade geniigt, um die 
Wirksamkeit zu zerstoren, der Gehalt an freien Aminogruppen un- 
verindert bleibt, also nicht schon Hydrolyse eingetreten ist.1) Da 
durch Behandlung mit verdiinnter Salzsiiure die Angreifbarkeit 
fir das Ferment zum allergr6éBten Teile wiederkehrt, ist es kaum 
ein FehlschluB, wenn man annimmt, da’ durch das Alkali im Ei- 
weiB eine reversible Umlagerung stattgefunden hat, vermutlich im 
Sinn einer Knolisierung der Peptidbindungen. Auf dieses Problem 
ist in der 6. und 8. Mitteilung bei der Besprechung der Alkali- 
wirkung auf Insulin eingegangen worden. 
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Ks wurde auBerdem bei der Papainhydrolyse studiert, ob 
wihrend ihres Verlaufes eine Ammoniakbildung nachweisbar ist, 
ihnlich wie bei der Alkaliinaktivierung, und wie sich das Reaktions- 
produkt bei der Behandlung mit Natronlauge verhalt, ob es noch 
die gleiche Menge Ammoniak abspaltet wie intaktes Insulin oder 
nicht mehr. Die ganzen Verhaltnisse werden leider dadurch sehr 
kompliziert und unerfreulich, daB schon Papain allein mit Natron- 
lauge (n/30, 34°) Ammoniak abgibt (0,2—0,3°/,). LaBt man Papain 
unter den Bedingungen der Spaltungsversuche (pu 5, 40°) 2 bis 
» Tage stehen, so findet man schon in dieser Losung etwa die gleiche 
Menge Ammoniak und bei Alkalibehandlung wird kein Ammoniak 
weiter abgespalten. Insulin allein gibt unter denselben Umstinden 
auch Ammoniak ab ohne zerstort zu werden, ahnlich wie bei Behand- 
lung mit n/10-Salzsaure (s. 8. Mitt.). Demgema8 findet man bei nach- 


1) 8. Mitteilung. 
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folgender Behandlung mit Alkali diejenige Menge Ammoniak, die 
intaktes Insulin abgibt. Die Werte, die Papain und Insulin fiir 
sich allein unter den Bedingungen der Hydrolyse ergeben, miissen 
als Leerwerte von denjenigen abgezogen werden, die erhalten werden, 
wenn man den Hauptversuch, die Verdauung von Insulin mit 
Papain untersucht. Da jede dieser colorimetrischen Bestimmungen 
(Nessler) mit einem gewissen Fehler behaftet ist, vergréBern sich 
naturgemiéB die Schwankungen und auferdem ist man nie ganz 
sicher, ob es vollkommen berechtigt ist, die Summe der Leerwerte 
ohne weiteres abzuziehen, denn es ist ja moéglich, daB bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit von Insulin und Papain im Hauptversuch die 
Abspaltung von Ammoniak durch die Milieubedingungen, deren 
Einflu8 in den Leerversuchen bestimmt wird, eine etwas andere ist 
infolge der Bildung der Ferment-Substratverbindung. Das labt 
sich aber experimentell nicht erfassen. Unter Beriicksichtigung 
dieser Vorbehalte kann man folgendes sagen: krystallisiertes 
Insulin spaltet wahrend seiner Zerstérung durch Papain etwa 
(),2°/, Ammoniak ab. Bei der Einwirkung von Alkali auf das 
Reaktionsprodukt unter den iiblichen Umstinden werden noch 
ungefihr 0,05°/, weiterhin frei. Es war von vornherein zu erwarten, 
daB bei der Fermenteinwirkung auf Insulin entweder gar kein 
Ammoniak frei wird und das Reaktionsprodukt mit Alkali 0,15 bis 
0,17°/, Ammoniak abspaltet, oder aber, daB diese Menge bei der 
Zerstérung auftritt und dann bei folgender Alkalieinwirkung kein 
Ammoniak mehr aufgefunden werden kann. Im ersten Falle hatte 
das bedeutet, daB eine Zerst6rung des Insulins stattgefunden hat 
mit zunehmender Hydrolyse, ohne daB an der alkali-empfindlichen 
Gruppe etwas geschehen ist, ein Gegenstiick zu der Inaktivierung 
mittels Natronlauge, wo auBer der Ammoniakabspaltung kaum 
eine bedeutsame Verdnderung nachweisbar ist (siehe Besprechung 
der Alkalibehandlung, 8. Mitteilung). Das ware ein Beweis fiir die 
- Bedeutung des Eiwei8es fiir die Wirksamkeit des Insulins. Im 
zweiten Falle aber, dem die aufgefundenen Tatsachen entsprechen, 
muf man annehmen, daB die Inaktivierung durch Papain zwar 
gleichzeitig mit einer Hydrolyse verliuft, aber dennoch mit der 
Abspaltung von Ammoniak aus derselben Gruppe wie bei der Zer- 
stérung mit Alkali zusammenhangt. 

Wir haben versucht, diesen Befund noch durch die Unter- 
suchung der Ammoniakbildung bei der Papaineinwirkung auf 
alkalizerstértes Insulin zu stiitzen. Ein solches Insulin der Starke 
0,05 wurde mit Salzsiure bei Zimmertemperatur stehen gelassen 
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um die Angreifbarkeit durch Papain wieder zu erhéhen. Bei der 
Hydrolyse durch Papain wurde kein Ammoniak frei, ebensowenig 
bei nachfolgender Einwirkung von Alkali. 

Aus Gelatine spaltet Papain ebenfalls kein Ammoniak ab. 

Durch all diese Versuche wird es auBerordentlich wahrschein- 
lich, daB die alkaliempfindlichen Stickstoffgruppen des Insulins 
bei der Kinwirkung von Papain in Form von Ammoniak abgespalten 
werden. 

c) Aktiviertes Papain und Insulin. 

Zur Aktivierung des Papains wurde sowohl Blausaure wie 
Glutathion beniitzt. Es kann vorweg genommen werden, daf beide 
die gleiche Wirkung zeigten. 
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Fig. 6. 

Bei den Blauséureversuchen wurde nach der Vorschrift von 
Willstatter und Grassmann!) verfahren, bei den Glutathion- 
versuchen nach Grassmann.?) Da das Glutathion leicht in die 
Disulfidform iibergeht und diese als Aktivator unwirksam ist, 
wurde stets mit einem Uberschu8 von Glutathion gearbeitet. Unter 
den Versuchsbedingungen wird Insulin von Glutathion allein nicht 
merklich geschadigt. 

Es hat sich zeigen lassen, da sowohl bei Verwendung von 
Blausfiure wie von Glutathion als Aktivator die Aufspaltung des 
Insulins (amorph oder krystallisiert) viel weiter geht als mit Papain 
allein (Fig. 6). Man kommt zu einem Aminozuwachs von 6—7°/ , 
wobei der Wert fiir das krystallisierte Insulin etwas tiefer liegt. Die 
Wirksamkeit der Insuline ist bei gleichem absoluten Aminozuwachs 


1) Diese Z. 188, 184 (1924). 
2) Grassmann, von Schoenebeck und Eibeler, Diese Z. 1%, 


124 (1981). 
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zerstort wie in den Versuchen ohne Aktivator, obwohl die Ferment- 
wirkung noch sehr viel weiter geht. Dadurch wird die Hydrolyse 
des Insulins mit aktiviertem Papain der mit Pepsin sehr ahnlich. 


d) Trypsin- Kinase. 


Die Kinwirkung von Trypsin-Kinase auf amorphes Insulin 
ist wiederholt untersucht worden, in den letzten Jahren von 
Felix und Waldschmidt-Leitz!) sowie A. Harteneck und 
W. Schuler.?) Dort sind auch Angaben iiber die altere Literatur 
zu finden. Es wurde von diesen Autoren in Ubereinstimmung 
mit den friiheren Bearbeitern Zerst6rung der Wirksamkeit des 
Insulins festgestellt. Der KiweiBabbau ist durch Formoltitration 
nachgewiesen worden, die Bestimmung der Wirksamkeit des In- 
sulins ist nur in unzureichender Weise vorgenommen. 

Vor kurzem haben Charles und Scott%) mitgeteilt, daf 
krystallisiertes Insulin bei Trypsineinwirkung seine Wirksamkeit 
rascher verliert, als der Gehalt an fallbarem EiweiB abnimmt. 

Wir haben mit Glycerinausziigen aus Handelspraparaten 
gearbeitet ohne eine weitere Reinigung des Trypsins vorzunehmen. 
Carboxy-polypeptidase war nicht anwesend, wie die Priifung an 
Chloracetyl-l-Tryosin ergab. Dipeptidase war ebenfalls nicht 
vorhanden, Aminopolypeptidase nur in geringer Menge. Von dieser 
aber ist bekannt (siehe Abschnitt iiber ereptische Fermente), dali 
sie Insulin nicht angreift. 

Die Einwirkung von verschieden groBen Fermentmengen auf 
Insulin Hochst und krystallisiertes Insulin ergab, daB nach be- 
endeter Zerst6rung die Aufspaltung noch weiter geht. Aber auch 
hier geht die Zerst6rung anfangs viel rascher vor sich als spiter (im 
Vergleich zum Aminozuwachs). Bei gleichem Aminozuwachs 
scheint die Anwendung groBer Fermentmengen das Insulin starker 
zu schadigen als wenig Trypsin. 

Auffallig ist, daB ahnlich wie bei Verwendung von Papain 
zwar das amorphe Insulin vollkommen vernichtet wird, die letzten 
Reste der Wirksamkeit des krystallisierten Insulins aber nur 
langsam verschwinden. 

Grundsatzlich ist zu den Trypsinversuchen zu bemerken, daf 
sie aus verschiedenen Griinden nicht sehr gut geeignet sind zur 


1) Ber. chem. Ges. 59, 2367 (1926). 
2) Diese Z. 172, 289 (1927). 
8) Trans. Roy. Soc. Canada (3) 24, Sect. V, 95 (1930). 
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genauen Untersuchung. Arbeitet man mit wenig Ferment, damit 
man den Zusammenhang zwischen Zerstérung und Aufspaltung 
gut reproduzierbar studieren kann, so kommt man zu Versuchs- 
zeiten, in denen das Insulin schon infolge des schwach alkalischen 
Milieus stark geschadigt wird. VergréBert man die Trypsinmenge, 
so geht die Reaktion sehr rasch vor sich. 

Ks 1éBt sich aber mit Sicherheit sagen, daB sowohl amorphes 
als auch krystallisiertes Insulin durch Trypsin- Kinase rascher 
zerstort als hydrolysiert wird. Nach volliger Zerst6rung geht der 
Abbau noch weiter. Das erinnert an die Verhaltnisse bei den 
Pepsinversuchen. 


e) Kinasefreies Trypsin. 


Seine Einwirkung auf amorphes Insulin ist ebenfalls von 
Felix und Waldschmidt-Leitz untersucht worden (I. c.). Diese 
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Autoren fanden, da’ die Wirksamkeit des Insulins nicht an- 
gegriffen wird. 

Wir haben festgestellt, da kinasefreies Trypsin in kurzer 
Zeit amorphes Insulin weder hydrolysiert noch zerstért. Bei 
langerer Versuchsdauer jedoch findet Aciditatszuwachs statt und 
die Wirksamkeit des Insulins nimmt ab; ebenso wird Casein auf- 
gespalten. Bei einem Aminozuwachs von 2,34°/) ist das Insulin 
zu 80°/, zerstért. Im Kontrollversuch mit abgekochtem Ferment 
betragt die Schidigung 25°/,. Bei der Einwirkung von kleinen 
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Mengen Trypsin-Kinase auf amorphes Insulin entsprach einem 
Zuwachs von 1,35°/) eine Zerstorung von ungefahr 84°/,, wobei 
im Kontrollversuch 27°/, Schédigung der Wirksamkeit vorhanden 
war (Fig. 7 und Tab. 9). Da kleine Trypsin-Kinasemengen bei 
gleicher Aufspaltung weniger schaédigen als gréBere Fermentmengen, 
ist es als sicher zu betrachten, daB die Wirkung des von Kinase 
befreiten Trypsins auf Insulin darauf zuriickzufiihren ist, daB doch 
nicht alle Kinase entfernt worden ist oder Selbstaktivierung ein- 
tritt. Mithin wird Insulin von kinasefreiem Trypsin weder auf- 
gespalten noch in seiner Wirksamkeit angegriffen. 


f) Kathepsin aus Leber. 


A. A. Schmidt?) hat vor kurzem mitgeteilt, daB Insulin 
durch Nierenextrakte, noch rascher durch Leberausziige bei 
pu = 7,5 inaktiviert wird. 

Wir haben uns schon vor einiger Zeit damit beschaftigt, die Wirkung 
von Glycerinausziigen aus Schweineleber auf Insulin zu studieren. Diese ent- 
halten, wie Waldschmidt-Leitz und Mitarbeiter?) dargetan haben, eine 
Proteinase vom Papaintypus, die wie dieses von Glutathion oder Schwefel- 
wasserstoff aktiviert wird, das Kathepsin. Extrahiert man frische Leber mit 
Glycerin, so erhalt man einen Auszug, der imstande ist, Gelatine aufzuspalten, 
dessen Wirkung aber durch Aktivierung noch gesteigert werden kann. In Aus- 
ziigen aus Trockenleber ist das Kathepsin véllig unwirksam und muB erst akti- 
viert werden. Allerdings ist in den Rohausziigen auBer Kathepsin noch Amino- 
polypeptidase und Dipeptidase enthalten. Da aber feststeht, daB diese das 
Insulin nicht schadigen (siehe weiter unten), so haben wir stets die Rohausziige 
verwendet. Carboxy-polypeptidase war in unseren Ausziigen aus frischer 
Leber nicht nachweisbar. 

Wir haben einige Vorversuche mit Auszug aus frischer Leber 
gemacht und dann mit Glycerinauszug aus Trockenleber ge- 
arbeitet, den wir mit Schwefelwasserstoff aktivierten. Da’ Schwefel- 
wasserstoff unter den Versuchsbedingungen das Insulin nicht 
merklich angreift, war uns aus anderen Versuchen bekannt, die 


in der 8. Mitteilung beschrieben sind. 


Aktiviertes Kathepsin wirkt bei px 4 und 80° (auch bei px 8) 
auf Insulin Hochst so ein, daB bei einem Aminozuwachs von etwa 
3,1°/, die gesamte Wirksamkeit zerstdrt ist (mit Papain bei 3,0°/,); 
beide Werte sind mit der van Slyke-Methode ermittelt. Auch 
hier findet die Zerst6rung rascher statt als der EiweiBabbau. 


1) Klin. Wochenschr. 1930, S. 1021; Z. ges. exp. Med. 70, 27 (1930). 
2) Diese Z. 188, 17 (1930). 
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Zwischen der Wirkung des akt. Kathepsins und des Papains (in 
nicht aktiviertem Zustand) auf Insulin (Hoéchst) besteht die gréBte 
Ahnlichkeit. 


g) Die ereptischen Fermente (Aminopolypeptidase 
und Dipeptidase). 


Wir haben sowohl gereinigtes Erepsin aus Leber wie aus 
Darmschleimhaut auf amorphes Insulin einwirken lassen und 
zwar in ihrem Gemisch, ohne sie voneinander zu trennen. Das war 
unnotig, da sie sich als unwirksam erwiesen. Infolge der Unwirk- 
samkeit dieser Fermente wurde auch darauf verzichtet, die Versuche 
am krystallisierten Insulin zu wiederholen, da man es als voll- 
kommen ausgeschlossen betrachten kann, daB sich hier Unter- 
schiede zeigen. Notig war lediglich die Abtrennung der aktivier- 
baren Proteasen. 


a) Erepsin aus Schweineleber. 


Darstellung und Eichung erfolgte nach den Angaben der 
Literatur (siehe Versuchsteil). 

100 mg Insulin wurden mit dem Fermentgemisch (Cy-Elution, 
bei px 8 und 30° stehen gelassen. In der Fermentlésung waren 
enthalten insgesamt 0,05 Pol.-(e) und 0,05 Er.-(e). Nach 48 Stunden 
war keine Zunahme des Aminostickstoffs festzustellen, wahrend 
vergleichsweise bei der Eichung auf Aminopolypeptidase 25 mg 
d,l-Leucyldiglycin von 0,003 Pol.-(e) in 1 Stunde zu 36°, auf- 
gespalten werden. 

Die Wirksamkeit des Insulins nimmt allerdings ab, aber in 
genau demselben MaBe wie im Versuch mit abgekochter Ferment- 
lésung, also nicht infolge Fermentwirkung, sondern infolge der 
Milieubedingungen (px, Temperatur). 

Aminopolypeptidase und Dipeptidase aus Schweineleber 
spalten weder das EiweiBgeriist des Insulins auf, noch greifen sie 
seine Wirksamkeit an. 


8) Erepsin aus Darmschleimhaut. 

Felix und Waldschmidt-Leitz?) haben vor einigen Jahren 
mitgeteilt, da8 Darmerepsin amorphes Insulin nicht zerstért. Das 
galt also fiir Aminopolypeptidase und Dipeptidase. Wir haben 
wiederum sowohl die hydrolytische Aufspaltung als auch die Ein- 
wirkung auf die Aktivitét des Insulins untersucht. 





1) Ber. chem. Ges. 59, 2367 (1926). 
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Es wurden zunachst Ausziige aus Darmschleimhaut_her- 
gestellt und die tryptischen Fermente (Trypsin-Kinase und Carb- 
oxypolypeptidase) abgetrennt nach der Vorschrift von Wald- 
schmidt-Leitz und Schaffner.!) In der erhaltenen Erepsin- 
lésung wurde auf Dipeptidase (an d,l-Leucylglycin) und Amino- 
polypeptidase (an d,l-Leucyldiglycin) gepriift.?) 

Unter Beriicksichtigung der Kontrollversuche ergab sich, daB 
auch das Darmerepsin auf das Insulin weder aufspaltend noch 
zerstérend einwirkt. 


h) Blut und Insulin. 


Die Insulinwirkung klingt wenige Stunden nach der Injektion 
wieder ab. Da das Insulin im Blute kreist, liegt es nahe, an eine 
Zerstorung durch die Fermente des Blutes zu denken. Da8B im 
Blut proteolytische Fermente vorkommen, ist ja bekannt. 

A. A. Schmidt) hat mitgeteilt, da defibriniertes Blut das 
Insulin nur wenig schadigt. Er bezieht das rasche Verschwinden 
des Insulins auf Adsorption am Gewebe. 

Dann hat Karelitz’) angegeben, daB das Insulin von einer 
geniigenden Menge Blutplasma zerstort wird. 3 Hinheiten Insulin 
wurden mit 10—15 ccm Plasma 1 Stunde bei 37° stehen gelassen. 
Die Wirksamkeit des Insulins war ganz oder fast ganz vernichtet. 
1—8 ccm Plasma wirkten kaum. Auch Blutk6érperchen allein sind 
imstande, das Insulin zu zerstéren, es geniigten 5 ccm fiir 3 Kin- 
heiten. Diabetikerblut ist noch stairker wirksam als normales, 
desgleichen das Blut von Infektionskranken.®) Karelitz schlieBt, 
da8 das Insulin von einer spezifischen Substanz vernichtet wird. 

Wir haben das Blut von Kaninchen in Oxalat aufgefangen, 
0,4—1 I. EK. Insulin Hochst (10 I. E./mg) zugegeben und 1 Tag bei 
30° stehen lassen. Dann wurde die Blutfliissigkeit dem gleichen 
Tier, dem es tags zuvor entnommen worden war, wieder subkutan 
injiziert. Der Blutzuckergehalt wurde nach 1, 2 und 3 Stunden 
bestimmt. Es wurde in Leerversuchen festgestellt, da& Blut (ohne 
Insulin), mit Oxalat 1 Tag aufbewahrt, bei Injektion den Blut- 
zuckerspiegel nicht beeinfluBt. 


1 


) Diese Z. 151, 45 u. 51 (1926). 

) Waldschmidt-Leitz u. Balls, Ber. chem. Ges. 68, 1208 (1930). 

) J. exp. Biol. Med. 11, 37 (1929) (Russisch); Chem. Z. 1930, I, 8. 2115. 
) Arch. intern. Med. 45, 546 (1930); Chem. Z. 1930, I, S. 3802. 

°) Arch. intern. Med. 45, 690 (1930); Chem. Z. 1930, IT, S. 1567. 
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9,5cecm Blut hatten auf 0,4, 0,7 und 11. E. Insulin keine 
Einwirkung. 5 ccm Blut verursachten eine Zerstérung der Wirk- 
samkeit des Insulins von 70—75°/o. 

Man kann die Angaben von Karelitz also bestitigen. Weitere 
Versuche wurden vorliufig nicht unternommen. 

Man geht wohl nicht fehl, wenn man annimmt, daB es sich um 
die Wirkung einer Proteinase des Blutes handelt. Ob die rasche 
Zerstorung des Insulins im Organismus allein auf fermentative 
kinfliisse zuriickzufiihren ist, l4Bt sich natiirlich nicht aus diesen 
Versuchen ohne weiteres entscheiden. Es ist aber wahrscheinlich, 
daB diese Einfliisse zumindest an der Vernichtung beteiligt sind. 


Versuche. 
a) Pepsin. 
Nach verschiedenen Vorversuchen kamen folgende Ansitze 
zur Durchfihrung. 
Versuch 1: 10 mg Pepsin (in lamellis, Merck), 100 mg krystallisiertes 
Insulin, 10 cem n/60-HCl. Temperatur 30°. 
Kin Teil der Salzsaure ist notwendig, um das Insulin in Lésung zu bringen, 
da es im Gegensatz zu den Handelspraparaten kein Hydrochlorid ist. 
Nach 30 Minuten wird gekiihlt, neutralisiert, ein entsprechender Teil 
(30 mg) herausgenommen zur van Slyke- Bestimmung, ein anderer nach Ver- 
diinnung zur Wertbestimmung verwendet. Der freie Aminostickstoff betrug 
1,12°/, (vorher 1,0°/,), die Starke war 0,60 (gemessen an 72 Tieren), die Zer- 
stérung also 40°/,). In der restlichen Lésung wurde nach 9 Tagen der Endwert 
nach van Slyke zu 1,75°/, gefunden. 
Versuch 2: 10 mg Pepsin, 100 mg krystallisiertes Insulin, 5 cem n/25-HCl, 
1 Tropfen Toluol, 30°. Nach 5 Stunden: Starke 0,10 (Zerstérung 90°/,), Amino- 
Stickstoff 1,33°/,, nach 7 Tagen 1,83°/,. 
Beide Versuche sind in der Fig. 3 zu einer Kurve zusammengefaBt (All- 
gemeiner Teil). 


b) Papain ohne und mit Aktivatoren (Kichel). 


Als Substrat diente ein amorphes Insulin Héchst mit 10 I.E. im Milli- 
gramm, I mal und 2mal krystallisiertes Insulin. 

Das Fermentpraparat war Papayotin Merck (1:350). Es wurde fein 
gepulvert und durch Seidengaze gesiebt. Es zeigte einen Gehalt an freiem 
Aminostickstoff von 2,45°/,, der auch bei 40° nach langerer Zeit unverandert 
blieb. Die Anwesenheit von Blausdure hatte in dieser Beziehung keinen 
EinfluB. Rohpapain wie gereinigtes Papain hatten auf das Insulin, soweit 
wir dies priiften, dieselbe Wirkung. 

Alle Versuche sind bei 40° durchgefiihrt und mit n/50-Dinatriumcitrat 
vepuffert. Das pq der Versuche war im allgemeinen 5; es wurde nach Zusammen- 
gabe aller Bestandteile elektrometrisch gemessen, mit Ausnahme der Blausaure- 
versuche, die colorimetrisch bestimmt wurden. 





174 


Nicht aktiviertes Papain. 
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Zerstorung der Wirksamkeit und Zunahme des Aminostickstoffs, 


Versuchsbedingungen: 100 mg Substrat (Insulin bzw. Gelatine) gelést 
in insgesamt 20 ccm m/50-Dinatriumcitrat; pq eingestellt mit HCl bzw. NaOH. 
Die Aminostickstoffzunahmen wurden hier nach der Mikro-Willstatter- 
Methode bestimmt. Jede Angabe iiber die Starke der Praparate bzw. ihre 
Zerstérung stiitzt sich auf 24 Tierversuche. Die mit Klammern versehenen 
Zahlen bedeuten: Zerstérung des Insulins in Prozent. 








Tabelle 1. 
Substrat 
2 | 6 hes Insuli Krystallisiertes Insuli — 
cc 3 latine |@™@0orphes Insulin Arystallisiertes Insulin Snails 
= | A Pe: 
SE jpx 50) 50 38 | 50 5,0 5,0 3,6 6,0 5,0 
2 
oA mg Papain/100 mg Substrat 
100 100 100 100 | 200 10 100 100 100 

1] — | 0,75 — | 0,50 61) — 0,15 _ — a 

mu. i. Ces | _ | a | _ ~ 

2 | 1,10 | 1,10 1,00 | 0,60 _ 0,35 (50) 0,20 on ~ 

;i — 114 a oe _ ) _ ae _ 

333 — | — ey — ji — _ ~_ | - _ 

4 | 1,35 | 1,65 — | 0,85 _ 055 | — 0,43 a 

— — am nn | — (63) — (78) — 

5 — | 1,90 |} —|— — — | — — — 

6 | 1,50 | 2,10 | — | 0,90 _ —_ | ae —~ _ 

7 — | 2,25 | — | — — 0,60 (65)) — — — 

8 | 1,65 | 2,36 es 2 oe ome i ae 0,55 

9] — $860 = 0,95 _ | _ ams 
10 | 1,75 | 2,60 (94) 1,90 | 1,00 ~ | — _ a 
12 | 1,85] — es pe oon 0,72 | 0,80 0,75 ~ 
14 | 1,95 | 2,70 -— | “ on = on “— 
16 | 200] — | a De CI _ | see —_ = 
18 | 2.07 | 2,77 _— sate ae | me _ si 
20 | 2,15] — | — | 1,08 — a — _— — 
22 | — | 2,80 Da _ ~ _ | i _ 
24 | 2.25] — 2,40 11,12 [1,10 _ _ ze 0,70 
si — - 2) — Fu he 0,90 _ _ im 
“Sa | — | 120 — — ~ — — 
30 — | 2,85 — se _— oe _ — _ 
35 | 2,16] — 2,90 | 1,37 _ ~ 1,10 1,05 si 
40 | 220] — — | 133 — — — — — 
44] — . — | — (2) — = one wn 
ai — 1286 —_ me 1,60 (91) 1,00 — 1,20 1,15 0,85 (ti 
52 | 220] — — | 1,40 _ |— — — 
60 | — | — —}|— — — 130 [1,27 ~ 
70 | 2,20 | 2,85 — | 1,40 (92) — ane | 1,38 om 0,75 
af — | — —_ | — _ _ 1,48 1,40 —_ 
a . — -_ 7, oo aa 0,65 (6 
192 - a ~~ — — — — (i. 
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Zur Verfolgung des hydrolytischen EiweiBabbaus wurde sowohl die 
Titration nach Willstatter und Waldschmidt-Leitz'), wie sie in ihrer 
Mikroausfiihrung Grassmann und Heyde?) angegeben haben, wie auch 
die Mikromethode von van Slyke benutzt. Wir legten Wert auf einen Ver- 
sleich beider Methoden und konnten feststellen, daB sie geniigend iiberein- 
stimmen, gleichgiltig, ob man Papain ohne Aktivator oder mit Glutathion 
verwendet. Im letzteren Falle waren die van Slyke-Werte etwas niedriger. 
Bei den Versuchen mit Papain—Blausiure muBte die Titrationsmethode auf- 
gegeben werden, weil Stérungen auftraten. Auch die van Slyke-Methode 
cab nur dann richtige Werte, wenn die Blausiure vorher mit einem Kohlen- 
siurestrom entfernt worden ist. (Tut man das nicht, so erhalt man stark 

' schwankende und viel zu hohe Werie.) 


Jede Titration wurde in doppelter Ausfiihrung gemacht, die des Aus- 
crys [ gangswertes sogar in 4facher. AuBerdem wurde jeder Versuchsansatz wieder- 
win holt durchgefiihrt, so daB die angegebenen Werte in Tabellen und Kurven 
~~ Mittelwerte darstellen. 


Die Bestimmung der Wirksamkeit der Insulinlésungen erfolgte unter 
Verwendung zahlreicher Tiere. So kamen bei den Papainversuchen allein 
1) mehr als 90 Serien zur Durchfiihrung, deren Auswertung an etwa 1100 Kanin- 
——™ chen (d. h. 300 Tiere etwa 4mal verwendet) mit 7200 Zuckertitrationen vor- 
genommen wurde. Im folgenden soll nur eine Auswahl der zahlreichen Ver- 

suche mitgeteilt werden. 


Die Bemerkungen zu Tab. 1 finden sich im allgemeinen Teil, es ist un- 
nétig, sie hier zu wiederholen. 


Es sei nur erwahnt, daB die Versuche an Gelatine, amorphem und krystalli- 
siertem Insulin, die bei pg 5 und einem Verhialtnis von Substrat zu Ferment 
' wie 1:1 ausgefiihrt sind, sich auf die Zahlen dreier Parallelversuche stiitzen, 
die untereinander recht gut iibereinstimmten. 
Zur naheren Beschreibung der Kinwirkung von Papain auf 
Insulin gehért noch folgendes: Wenn die Versuche bei px 5 durch- 
gefiihrt werden, so ist das Insulin zu Beginn der Hydrolyse iso- 
| elektrisch ausgeflockt. Bei Ansiuern sofort nach dem Zusammen- 
geben aller Bestandteile findet man aber das Insulin noch voll 
wirksam. Ist eine Zunahme des Aminostickstoffs um etwa 1°/, 
erfolgt, wobei die Stirke des amorphen Insulins 0,40, die des kry- 
stallisierten 0,17 betraigt, dann beginnt in beiden Fallen das Insulin 
‘ich aufzulésen. Diese Auflésung hat nichts mit einer Anderung 
der Wasserstoffionenkonzentration zu tun, wie man zunichst 
glauben moéchte, denn das px bleibt vollig unverandert, wie gleich 
| gezeigt wird. Das Eintreten der Auflésung ist vielmehr ein sicht- 
barer Ausdruck der hydrolytischen Aufspaltung, die die iso- 
elektrischen Kigenschaften des KiweiBes andert. 


{ bo 


(65 1) Ber. chem. Ges. 54, 2988 (1921). 
72 *) Diese Z. 188, 32 (1929). 
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Die Wasserstoffionenkonzentration zu Beginn und zu Ende 
der Papaineinwirkung. 


Unter den Bedingungen der Versuche in Tab. 1 (Insulin 
Hochst: Ferment =1:1) haben sich folgende Werte elektro. 
metrisch ermitteln lassen: 


Ansatz 1. Anfangs py 4,85, nach 53 Stunden pg 4,80. 
99 2. B) 9 4,88, 99 90 ” 99 4,79. 


Die optische Aktivitat wahrend der Papaineinwirkung. 


Der Ansatz ist der gleiche wie im vorstehenden Versuch. Nach ent- 
sprechenden Zeiten wurde eine Probe angesaiuert, von etwas ungeléstem 
Papain abgeschleudert und die Drehung im griinen Quecksilberlicht in einem 
0,5 dm-Rohr gemessen. Die Konzentration war hierbei 0,33°/). Die Drehung 
des Papains unter gleichen Bedingungen (— 35°) ist bei den unten angefiihrten 
Werten abgezogen. 


Versuchsdauer in Stunden [x] 
0 — 38 
2 — 49 
5 — 56 
9 — 58 
50 -— 60 


Die Schwankungen diirften etwa -- 5° betragen. Zu bemerken ist, dai 
Insulin, das mit Alkali fast véllig zerstért ist, bei der Aufspaltung mit Papain 
eine Drehungszunahme von derselben GréBe zeigt (s. unten). 


Die Einwirkung 
von nichtaktiviertem Papain auf alkalibehandeltes Insulin. 

Insulin Héchst (10 LE./mg) wurde mit n/30-NaOH behandelt. Die 
Bedingungen sind in den Spalten der Tab. 2 angegeben. Aus der Lésung 
wurde das Insulin in trockener Form gewonnen, entweder durch isoelektrische 
Fallung mit Essigsiure oder durch Eindampfen der neutralisierten Lésung 
und Aufnehmen in Eisessig mit Fallung durch Atherzusatz (Entfernung von 
Kochsalz). 

100 mg nichtaktiviertes Papain, 100 mg Insulinpraparat, pq 5, Tempe- 
ratur 40°. 


Anderung der optischen Aktivitat. 
Sie wurde untersucht bei der Versuchsreihe I unter denselben LBe- 


dingungen wie bei der Verfolgung der Drehungsanderung bei Einwirkung von 
Papain auf unverandertes Insulin. 


Versuchsdauer in Stunden [cx] 
0 — 42° 
2 — §7° 
6 — §9° 
32 — 62° 
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Tabelle 2. 
Zunahme des Amino-N in Prozent der Substanz, 
7 Versuchsreihe I II Iil IV 
o — - Se - - 
mmm i ca ea mT" um lg ag eae aaa 
a : Behandlung des Insulins vor der Papaineinwirkung 
a =o ——____—_—— $$$ ___—____— a 
3 2 | NaOH, 2°, 24n, NaOH, 30°, 4%. Prap. III 
“ Ot testebteincie — | NaOH, 30°, 45. mit n/10-HCl, 
> Fall | Sane | Eindampfen (20°, 158. 
aliung (St. = 0,06) | Eindampfen 

2 1,10 _ -- _ 

3 a 1,10 _ ot 

4 1,10 -- | - 0,60 

5 _- 1,40 0,90 = 

7 1,45 -- -— 0,70 

9 -— 1,60 “= — 

10 -- _ 0,80 
24 — 1,90 0,90 -~ 

25 2,30 _ — 1,05 
32 — 2,00 -— _ 

34 2,25 — | = 1,30 
51 2,80 _ — 2,30 
58 — -- 1,40 = 

60 —_ 2,50 — ‘al 





Die Abspaltung von Ammoniak wahrend der Einwirkung des 
Papains auf Insulin und beinachfolgender Behandlung mit Alkali. 


Die Versuche sind wie die friiheren bei py 5 und 40° angesetzt. In den 
Hauptversuchen war das Verhaltnis von Papain zu Insulin (amorph und 
krystallisiert) wie 1:1. In den Leerversuchen war nur Papain bzw, Insulin 
in der Dinatriumcitratlésung anwesend. 

Das Alkali-Insulin entspricht dem Praparat der Versuchsreihe IV, 
Tab. 2. Durch das Alkali war die Starke auf etwa 5°/, geschwacht, nach Be- 
handlung mit Saure wird die Angreifbarkeit durch Papain wieder der des 
unveranderten Insulins ahnlich. 

In allen Versuchen war die Fermentwirkung beendet. In Versuch 4 
wurde dann sofort aufgearbeitet, in den iibrigen Versuchen noch einen Tag stehen 
gelassen. Die Zeitdauer spielt eine gewisse Rolle bei den Papainleerversuchen. 
Behandelt man Papain sofort nach Auflésung mit n/30-NaOH bei 34°, so 
findet man innerhalb 24 Stunden 0,30°/, NH, (Zunahme). Hat es aber vorher 
47 Stunden lang bei pq 5 und 40° gestanden, so wird wahrend dieser Behandlung 
Ammoniak frei, bei nachfolgender Alkalieinwirkung nur mehr 0,15°/,, nach 
70stiindigem Stehen nimmt der Ammoniakgehalt auch nach Behandlung mit 


NaOH nicht mehr zu. 

Insulin zeigt nach 7O0stiindiger Einwirkung kaum eine fest- 
stellbare Schidigung im Leerversuch. Trotzdem wird Ammoniak 
frei, ahnlich wie bei der Behandlung mit Siure (siehe 8. Mitteilung, 
Insulin und Salzsiure). 
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Tabelle 3. 





aa ——— —— $$. — — —_ _——_—_—_—_ -- -—- Se 














Ver- Zeitdauer | NH,-Werte in °/,, nach Einwirkung 
suchs- Praparat in von n/30-NaOH bei 33° 
reihe Stunden | nach 0 | 4 | 24 Stunde 
] Papain 0 0,14 | 0),24 — 
99 65 0,24 0,23 ee 
Gelatine 0 0,06 0,10 0,09 
‘ 60 0,07 | 0,08 — 
Gelatine—Papain 60 0,31 | 0,34 — 
2 Papain 0 vgl. Werte in Vers. 1 | 
9° 65 99 99 99 99 ] 
Insulin amorph 65 0,10 | 0,14 | 0,19(St.= 0,88) 
Ins. am.—Papain 68 0,44 | 055 | — 
3 Papain 0 0,13 | 0,25 | 0,43 
e 71 0,23 | 0,24 | 0,23 
Insulin kryst. 0 0,06 | O17 | — 
‘. . e 71 009 | — | 0,22 
- », ~Papain 71 0,54 0,59 — 
4 Papain 47 0,17 0,19 0,32 
Ins. kryst. 47 0,04 0,20 0,23 
ss ~—o93,—~S Papain 47 0,42 0,65 0,55 
5 Papain 95 032 | — 6,36 
Alkali-Ins. 95 0,15 — | 0,36 
si », —Papain 95 048 ); — | 0,71 











Nach beendigter Einwirkung wurde immer alkalisiert und das Ammoniak 
nach Parnas mittels Wasserdampfdestillation im Vakuum in eine Saure- 
vorlage iibergetrieben, was in einigen Minuten geschehen ist. (Nahere An- 
gaben siehe bei Alkali—Insulin, 8. Mitt.) Die eigentliche Bestimmung erfolgte 
dann colorimetrisch. 

Im Versuch 1 und 2 wurde zum ZGweck der Alkalispaltung 
so viel n/5-NaOH zugegeben, daB die Lésung in bezug auf diese zwar 
n/80 war, infolge der Pufferwirkung des Citrats aber wohl nicht die 
Wasserstoffionenkonzentration erreicht wurde, die in einer waBrigen 
Insulinlésung bei gleichem Laugezusatz erzielt wird. Deshalb geht 
wohl die Ammoniakspaltung etwas langsamer vor sich als sonst. 
In den anderen Versuchen wurde so viel NaOH zugesetzt, daB das 
vorhandene Dinatriumcitrat in Trinatriumcitrat tberging und 
dann noch die Lésung in bezug auf NaOH n/30 war. 

Die Auswertung der Versuche soll am Beispiel von Nr. 4 der 
Tab. 3 gezeigt werden. Nach 47 Stunden ist im Leerversuch mit 
Papain allein (in der iiblichen Pufferlésung) 0,17, Insulin allein 
(),04, im Hauptversuch 0,42°/, Ammoniak vorhanden. Zieht man 
die beiden Leerwerte vom Hauptwert ab, so erhalt man 0,42 minus 








88) 
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0,21 = 0,21°/, Ammoniak, das durch die Einwirkung des Papains 
auf das krystallisierte Insulin frei geworden sein muB. 

Nach 4stiindiger Einwirkung von Alkali bei 80° wurde wieder 
Ammoniak bestimmt. Nach Abzug der Leerwerte und der schon vor 
der Alkalibehandlung gefundenen Menge Ammoniak findet man, 
daB das Reaktionsprodukt mit Lauge noch 0,05°/, Ammoniak gibt. 

Aus Gelatine wird durch die Einwirkung des Papains kein 
NH, abgespalten, ebensowenig bei der Behandlung der hydroly- 
sierten Gelatine mit NaOH (Vers. 1). 

Amorphes Insulin (Vers.2) hat wihrend der Ferment- 
einwirkung etwa 0,10°/, Ammoniak abgespalten, krystallisiertes 
etwa 0,209/, (Vers. 8 und 4). Das ist jeweils etwa diejenige Menge 
Ammoniak, die aus urspriinglichem Insulin mit NaOH ab- 
zuspalten ist. 

Bei nachfolgender Behandlung mit Alkali werden noch kleine 
Mengen Ammoniak frei (etwa 0,05°/,), die aber infolge der vielen 
Fehlermoéglichkeiten nicht recht sicher sind. 

Mit Salzsiure behandeltes Alkaliinsulin gibt wahrend der 
Hydrolyse durch Papain kein Ammoniak ab, ebenso kaum bei 
nachfolgender Einwirkung von Alkali (Vers. 5). Was hier frei wird, 
ist durch die vorhergegangene Einwirkung bei pu 5 bedingt. 


Die Einwirkung von aktiviertem Papain auf Insulin. 


Versuchsbedingungen bei Verwendung von Blausaure: 100 mg Insulin, 
100 mg Papain, 50 mg HCN in 20 ccm m/50-Dinatriumcitrat, 40°. 




















Tabelle 4. 
Zunahme d. Aminostickstoffs in °/, d. angew. Insulins 
ee . krystallisiertes 
viiiiaiiia, Insulinpraparat Hochst =| Trgutinpraparat 
dauer Aktivator d. Papains 
in Stunden Glutathion | Blauséure | Blausdure 
Methode zur Ermittelung d. Aminozuwachses 
Titration | Slyke | Slyke | Slyke 
1 19*) | in | om | - 
5 2,7 ~— -- — 
10 4,8 ~ — _ 
25 6,2 oa a — 
47 7,0 — — 5,3 
56 7,2 —- — — 
80 7,2 6,1 6,3 | 5,5 





*) Hier sind 77°/, der Wirksamkeit zerstért. 
12* 
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Der Gehalt an freiem Aminostickstoff wurde nach van Slyke bestimmt, 
nachdem die Blausiure durch Kohlensaure verdringt worden war. Der Anfangs. 
wert ist 1,0°/,. 

Versuchsbedingungen bei Verwendung von Glutathion: 100 mg Insulin, 
100 mg Papain, 30 mg Glutathion [hergestellt nach Hopkins?)] in 20 cem 
m/50-Dinatriumcitrat. Messung des Aminozuwachses teils nach van Slyke, 
teils durch alkalimetrische Titration. Es wurde amorphes Insulin Héchst 
(10 I.E. im Milligramm) und krystallisiertes verwendet. 

Papain gibt allein unter den Versuchsbedingungen keinen merkbaren 
Aminozuwachs, 


Zusammenhang zwischen Zerstérung und Aufspaltung 
des Insulins durch Papain-Blausaure. 


Versuchsbedingungen: 100 mg Insulin Héchst (10 I.E. im Milligramm), 
12 mg Papain, 12 mg Blausiure. 

Ein Kontrollversuch mit Insulin und Blausaure allein zeigte, daB kaum 
eine Schadigung eintrat. 


Tabelle 5. 





Dauer I et, @ Zunahme des 
= er nsulins in °/, der ane: ' 
der Einwirkung urspriinglichen Aminostickstoffs in 
in Stunden Einheiten °/, d. Insulinmenge 
5 72 1,1 
12 80 1,7 
23 96 2,8 








Die Wertbestimmung wurde an je 24 Tieren ausgefiihrt. 
Obwohl aus der Tab. 4 hervorgeht, daB die Aufspaltung des Insulins 
bis zu 6—7°/, Zuwachs ergibt, ist die Wirksamkeit bei einem Zu- 
wachs von etwa 2,9°/, vollkommen erloschen. Das ist der End- 
zuwachs bei Kinwirkung von nicht aktiviertem Papain auf dasselbe 
Insulin Héchst, bei dem ebenfalls Zerstérung eingetreten ist (Tab. 1). 

Bei einem entsprechenden Versuch, in dem die Blauséure durch 
Glutathion ersetzt war (Tab. 4), war bei einem Zuwachs von 1,9°,, 
77°/, der Wirksamkeit des Insulins zerstért. Dieses Ergebnis stimmt 
sehr gut mit dem der Tab. 5 iiberein. 


ce) Trypsin-Kinase (Weiss). 


Zur Verwendung gelangten fiir die hier beschriebenen Versuche 2 Handels- 
praiparate ,,Pankreas in lamellis‘‘, Das eine stammte von Meissner, lagerte 
schon lingere Zeit und war weniger wirksam, das andere war frisch von Merck 


bezogen und zeigte gute Wirksamkeit. Durch Zugabe von Kinase aus Darm- § 


1) J. biol. Chem, 84, 284 (1929). 
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schleimhaut war keine weitere Aktivierung zu erzielen. Wir kénnen so die 
Angaben von Waldschmidt-Leitz bestatigen, da Handelspriparate von 
Trypsin schon voll aktiviert sind. 


Die Fermentlésung wurde folgendermaBen bereitet: 5g Ferment- 
praparat wurden in 60 ccm Wasser und 20 ccm Glycerin geschiittelt, bis sich 
eine triibe Auflésung gebildet hatte. Nach Zugabe von 20 ccm n/10-Essig- 
siure wurde nochmals kurze Zeit geschiittelt und dann abgeschleudert. Die 
erhaltene klare Lésung wurde mit Toluol versetzt und im Kihlschrank auf- 
bewahrt. 1 ccm enthielt 37 mg Trockensubstanz. 


Die Bestimmung des Proteinasegehaltes erfolgte nach der Vorschrift 
von Willstatter, Waldschmidt-Leitz, Dufaiturria und Kiinstner’) 
unter Verwendung von Casein Hammarsten als Substrat. Die angegebene 
Kinheit [= T.-(e)] entspricht der dort gegebenen Definition. Carboxypoly- 
peptidase war in der Lésung nicht vorhanden, wie sich bei der Priifung an 
Chloracetyl-l-Tyrosin nach Waldschmidt-Leitz und Purr?) zeigte. Di- 
peptidase war nicht anwesend, wohl aber geringe Mengen Aminopolypeptidase 
(0,002 A.-(e) pro Kubikzentimeter], die aber nicht schidigend wirkt, wie weiter 
unten beschrieben ist. Es war infolgedessen nicht notwendig, eine Reinigung 
der Proteinase vorzunehmen. 


Um uns zu vergewissern, ob wir berechtigt sind, die Titrationswerte 
(Kubikzentimeter Lauge) in Prozent freiwerdende Carboxyl- bzw. Amino- 
yruppen umzurechnen, haben wir einen Vergleich zwischen Titration und 
van Slyke-Methode angestellt. Es hat sich gezeigt, daB zwar die Werte 
nach van Slyke durchwegs nur etwa 75—80°/, der Titrationszahlen ent- 
sprechen, der Unterschied scheint uns aber nicht so betrachtlich, um nicht die 
Aufspaltung des EiweiBes durch die anschaulichere Gréfe des Aminozuwachses 
zu kennzeichnen. 


Zunichst wurde die Selbstverdauung der Fermentlésung festgestellt. 
Die erhaltenen nicht betraichtlichen Werte sind bei den Hauptversuchen in 
Abzug gebracht. 


Alle Versuche sind entweder mit Insulin Héchst (10 I.E./mg) oder 
krystallisiertem Insulin durchgefiihrt. 


Versuchsreihe 1, 
[0,33 T.-(e)/100 mg Substrat.] 


Zunichst wurde mit kleinen Fermentmengen gearbeitet. Da 
sich daraus ziemlich lange Versuchszeiten ergaben, muBte zu jedem 
Versuch ein Kontrollversuch ausgefiihrt werden, der sich dadurch 
unterschied, daB er abgekochte Fermentlésung enthielt. Infolge 
des schwach alkalischen Milieus wurde das Insulin in diesen Kontroll- 
versuchen mit der Zeit geschadigt. Diese Werte sind in den Tabellen 
angegeben neben den Zahlen der Hauptversuche, von denen sie 





1) Diese Z. 161, 209 (1926). 
2) Ber. chem. Ges. 62, 2220 (1929). 
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abzurechnen sind, um die Schadigung des Insulins durch Trypsin 
zu kennzeichnen. Es wurde auch 6fters ein Vergleich mit Casein 
durchgefiihrt (auBer der Eichung). 


1. 100 mg Casein, 3,3 com Fermentlésung [0,1 T.-(e)/cem), 0,3 Millimo! 
Phosphatpuffer, n/5-NaOH zugesetzt bis py 8,5. Gesamtvolumen 6,5 cem, 
Temperatur 37°. 


2. Insulin Hochst. Ansatz wie unter 1., statt Casein 100 mg Insulin. 
3. Kontrollversuch. Wie 2., aber abgekochte Fermentlésung. 


Tabelle 6. 








Insulin Hochst 





Casein 
Te . uaieg or ._ ie ee ial “Are 
Versuchs- Zerstérung der Wirksamkeit 
dauer Zuwachs des | Zuwachs des | in °/, der eingesetaten 
Aminostick- | Aminostick- | Ins.-Einh. 


in Stunden 





— i. of im ed * 
stoffs in °/5 stoffs in °/o | Hauptversuch | Kontrolle 


| 


2,5 _ 0,34 — | _ 

5 1,47 0,55 69 | 11 

6 — 0,63 _ | = 
10 _ 0,78 — — 
17 — 1,35 84 | 27 
22 3,15 1,86 92 | 27 
47 = 2,40 — | -— 
100 —_ 4,00 == — 








Wegen der Schadigung des Insulins auch im Kontrollversuch 
(nach langeren Zeiten) laBt sich hier der genaue Endpunkt der 
Vernichtung nicht feststellen. Jedenfalls ist das verwendete Insulin 
Hochst aber bei einem Zuwachs von etwa 2°/, vollkommen zerstoért, 
wobei die Vernichtung der Wirksamkeit anfangs viel rascher ver- 
lauft als der KiweiBabbau. 


Versuchsreihe 2. 


[0,9 T.-(e)/100 mg Substrat.] 


In dieser Reihe ist die Trypsinmenge vergré8ert. AuBerdem wurde 
Citratpuffer angewendet. Es wurde der Angriff auf Insulin Hochst (14 I.E./mg) 
und auf krystallisiertes Insulin miteinander verglichen. 


1. 100 mg Insulin Héchst, in etwas Wasser gelést, 0,8 ccm m/10-Citrat- 
puffer, 1 com Fermentlésung [0,9 T.-(e)], mit n/5-NaOH auf px 8 gebracht. 
Temperatur 30°. Gesamtvolumen 8,0 ccm, Glyceringehalt 15°/). 


2. Wie 1., aber mit krystallisiertem Insulin. 
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Tabelle 7. 


























Zuwachs des Aminostickstoffs in °/, 
Versuchsdauer = 
Insulin Héchst | Kryst. Insulin 
5 Minuten — (52)*) — 
30, 1,25 0,35 
1 Stunde — 0,50 
1,2 ,, 1,86 0,62 (33) *) 
2 Stunden 2,40 0,9 
- « — 1,45 
3,10 1,88 
eS . ie 2.00 
= -« — 3,00 
_ 5,90 — 





*) Die eingeklammerten Zahlen geben die Zerstérung des Insulins an, 


Die Aufspaltung des amorphen Insulins ist rascher und weiter 
vor sich gegangen als in der Versuchsreihe 1, wo nur etwa 1/; der hier 
verwendeten Trypsinmenge zur Anwendung kam, allerdings auch 
hei etwas anderen Bedingungen. Das krystallisierte Insulin ist 
nicht so rasch und so weitgehend hydrolysiert worden wie das 
amorphe. 

Bemerkenswert ist, daB schon 5 Minuten Kinwirkung geniigt 
haben, um die Wirksamkeit des Insulins Hochst auf die Halfte 
herabzusetzen. 

Wir haben deshalb noch 2 Versuche unternommen in dieser 
Richtung. Ferment und Insulin wurden getrennt aufgelést und 
fir sich vorgewirmt. Nach dem Zusammengeben wurde 1 bis 
2 Minuten geschiittelt, dann sofort angesiuert und injiziert. Auf 
100 mg Insulin Hochst waren im einen Falle 1,5, im anderen Falle 
15 T.-(e) angewendet. Im ersten Ansatz betrug die Zerstérung 
50°/), im zweiten 60°/ . 


Versuchsreihe 3, 


[4,5 T.-(e)/100 mg Substrat.| 


1. 100 mg Casein, 5 ccm Trypsinlésung [0,9 T.-(e)/ecm], 0,8 com m/10- 
Citratpuffer, mit n/5-NaOH auf py 8 gebracht. Gesamtvolumen 8,0 ccm, 
Temperatur 30°. 

(Dieser Ansatz wurde in 5facher Menge durchgefiihrt.) 

2. Wie 1., aber 100 mg Insulin Héchst (14 I.E./mg). 

3. Wie 1., aber 100 mg krystallisiertes Insulin. Kontrollversuche er- 
gaben, daB in den kurzen Versuchszeiten keine Schidigung des Insulins durch 
das alkalische Milieu erfolgt war. 








Is4 





Tabelle 8. 
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Zuwachs des Aminostickstoffs in °/, 
Versuchsdauer aa -_ a me a ee 
Casein Insulin Héchst Kry — 
nsulin 
5 Minuten —- -—- (82)*) _— 
2 — 1,17 (100) 2,10 (89) 
30, —- _ 2,68 
50 Si, -- 2,38 (100) 3,28 (79) 
1 Stunde —- — 3,50 
2 Stunden -- _— 4,45 (98) 
. 3,10 2,72 (100) — 
4 ia 3,20 _ 
.- & -- _ 5,30 
8S, —- 3,60 — 
10 3,84 —- _ 
12 a 3,80 dis 
24 4,63 4,50 — 
48, 5,00 5,20 _ 
130, ae 8.40 _ 
170 ‘ — 8,75 -— 





*) Die eingeklammerten Zahlen geben die Zerstérung des Insulins an. 






Mit diesen sehr groBen Trypsinmengen geht die Zerstorung 
der Insulinwirksamkeit so rasch vor sich, daB man den Verlautf 
kaum gut erfassen kann. 








d) Kinasefreies Trypsin (Weiss). 

Die Bereitung der kinasefreien Trypsinlésung erfolgte nach den Angaben 
von Waldschmidt-Leitz und Shinoda!) mit kleinen Abweichungen, indem 
wir frisches Schweinepankreas mit Glycerin extrahierten. Der Auszug war 
bei der vorgeschriebenen Eichung unwirksam. Die Kinaselésung wurde nach 
der Vorschrift der gleichen Autoren aus getrockneter Darmschleimhaut ge- 
wonnen, wobei nur mit Essigséure gereinigt wurde, nicht mit Sublimat. Zur 
Bestimmung des Trypsins wurde mit Kinase aktiviert. 2 Teile Fermentlésung 
wurden mit 1 Teil Kinaselésung bei neutraler Reaktion versetzt (Glycerin- 
gehalt etwa 15°/,) und 1/, Stunde bei 30° stehen gelassen. 

Wir geben hier keine Einheiten an, beschreiben aber die Einwirkung 
auf Casein unter denselben Bedingungen wie auf Insulin, um einen Vergleich 
zu haben. 

Wie bei den Trypsin—Kinaseversuchen wurden auch hier stets Kontroll- 
ansitze ausgefiihrt mit Insulin und abgekochter Fermentlésung, um den Leer- 
wert fiir Aciditétszuwachs und Zerstérung zu erhalten. Bei den Zuwachs- 
zahlen sind diese Werte abgezogen, bei der Zerstérung nicht. 

















Versuchsansitze : 
1. 40 ccm 6°/,ige Caseinlésung, 16 com n-NH,-NH,Cl-Puffer (px 8,9), 
8 ccm Fermentlésung, mit Wasser und Glycerin auf 80 ccm aufgefiillt, so da 







1) Diese Z. 176, 308 (1928). 
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- die Lésung in bezug auf Glycerin 15°/,ig war. Nach Zusammengabe aller 
Bestandteile py 8,9. Zwecks Aktivierung wurde das Trypsin wie oben angegeben 
pehandelt. Zur Titration wurden je 10 ccm herausgenommen und alkali- 
metrisch titriert (Makro). 

2. 90 mg Insulin Héchst (10 I.E./mg) in 1,5 com Wasser, 0,6 com m/10- 
itratpuffer (py 8), 1,5 com Fermentlésung, n/5-NaOH zugegeben bis wieder 
pu 8, mit Wasser und Glycerin auf 6 ccm aufgefiillt. Glyceringehalt 15°/,. 
Temperatur 30°, wie oben. Mikrotitration. 


Tabelle 9. 











Zuwachs des Aminostickstoffs in °/, 
Versuchs- [| é ; 
pe Casein Amorphes Insulin 
in Stunden _,,Trypsin- | : oo Trypsin- | — 
ienen* »» [rypsin Kinase“ », Lrypsin 
1 1,30 009 6=Cld|itidkti‘(;KCStSO 
2 1,90 0,28 sl iat 
2,5 — _ 2,40 | 0,31 *) 
4 2,60 0,54 ~ a 
6 _ 3,02 | 0,70 
7 3,10 0,94 — | — 
10 3,40 1,50 3,65 | 1,23 
15 3,55 2,15 4,02 | 1,83 
9 sb wis | 4,25 2,34 **) 
2 3,64 3,0 | = | -— 





*) (30°/, zerstért. Kontrolle 5°/,.) 
**) (80°/, zerstért. Im Kontrollversuch 25°/,.) 


e) Leber-Kathepsin (Kichel). 


Es kamen stets Rohausziige aus Schweineleber zur Anwendung, aus 
denen Aminopolypeptidase nicht entfernt waren, da sich zeigen lieB (wie weiter 
unten beschrieben wird), da diese Fermente das Insulin nicht schadigen. 

Wir folgten bei der Herstellung der Fermentausziige und ihrer Eichung 
im wesentlichen den Angaben von Waldschmidt-Leitz, Schaffner, Beck 
und Blum.') Bei der Einwirkung von aktiviertem Kathepsin auf Insulin 
verzichteten wir aus mancherlei Griinden auf die Verwendung von Glutathion 
und benutzten statt dessen Schwefelwasserstoff. 


Alle Versuche sind bei 30° ausgefiihrt. Bei px 4 wurde mit 
Acetat gepuffert, bei px 8 mit Phosphat. 


a) Auszug aus frischer Schweineleber. 


Im Glycerinauszug ist aktiviertes Kathepsin enthalten. Eine weitere 
Aktivierung ist nicht notwendig, erhéht aber die Wirksamkeit des Auszuges. 
Der verwendete Rohglycerinauszug enthielt 0,15 Kath.-(e) im Kubik- 
zentimeter (Mittelwert aus 3 Versuchen). (Nach 3monatiger Aufbewahrung 





1) Diese Z. 188, 17 (1930). 
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im Kiihlschrank noch 0,14.) Bei Aktivierung mit Schwefelwasserstoff 0,20 Ein. 
heiten (Eichung an Gelatine). 

Es wurden zunichst ohne Verfolgung des KiweiBabbaues einige 
Versuche mit Insulin bei px 4 gemacht. 100 mg Insulin Hochst 
(10 I. K./mg) werden von 10 ccm Fermentauszug in 50 ccm Ge- 
samtvolumen so geschédigt, daB nach 20 Stunden noch eine Starke 
von 0,45, nach 49 Stunden eine solche von 0,20 erhalten ist. Roh- 
auszug allein oder sofort nach dem Zusammengeben mit Insulin in 
entsprechender Menge injiziert, verursacht keine Anderung des 
Blutzuckergehaltes bzw. Zerstérung der Wirksamkeit des Insulins. 

Kin anderer Ansatz bestand aus 100 mg Insulin und 4,5 ecm 
Auszug in 10 ccm Gesamtvolumen und wurde bei px 8 stehen 
gelassen. Nach 22 Stunden ist die Starke des Insulins auf 0,11 
abgesunken. Im Kontrollversuch mit abgekochter Fermentlésung 
ist die Starke 0,75. Die Titration nach Willstatter-Wald- 
schmidt -Leitz- Grassmann-Heyde ergab folgende Zunahmen 
des Aminostickstoffs: 


nach 15 Stunden 1,7, nach 23 Stunden 2,15 
und nach 29 Stunden 2,50°/o. 


Da die ereptischen Enzyme nicht zerstérend wirken (s. unten). 
kann man sagen, daB das Kathepsin auch bei px 8 die Wirksamkeit 
des Insulins vernichtet. 


6) Glycerinauszug aus Trockenschweineleber. 


20 g Trockenleber werden mit 100 ccm 87°/,igem Glycerin 6 Stunden 
bei 30° geschiittelt und dann 24 Stunden im Zimmer stehen gelassen. Dic 
Flissigkeit wurde koliert und filtriert und so eine klare Lésung erhalten. Die 
unwirksame Fermentlésung wurde durch '/,stiindiges Einleiten von Schwefel- 
wasserstoff aktiviert. Die Eichung ergab 0,43 Kath.-(e) im Kubikzentimeter. 

Die Zunahme des Aminostickstoffs wurde nach van Slyke gemessen. 

Wie schon Waldschmidt-Leitz bei der Einwirkung des Kathepsins 
auf Gelatine festgestellt hat, und wie wir am Insulin bestatigen kénnen, spielt 
der Glyceringehalt eine gewisse Rolle. Wir haben deshalb nicht die Menge 
des Ferments, sondern die des Insulins variiert. 

Ansatz A: 5ccm Fermentauszug [2,15 Kath.-(e)] werden mit 5 ccm 
Wasser versetzt, 30 Minuten lang Schwefelwasserstoff eingeleitet, hierau! 
200 mg Insulin Héchst (10 I.E./mg) zugegeben und mit Wasser und 2 ccm 
m/5-Acetatgemisch auf 20 ccm aufgefiillt. Das pq wurde in einer Probe ohne 
H,S zu 4,0 bestimmt. Temperatur 30°. 

Ansatz B: Statt 200 mg Insulin nur 150 mg, sonst alles wie in A. 


Abgesehen vom Beginn der Einwirkung verlauft die hydro- 
lytische Spaltung im Ansatz B, also bei relativ gré8erer Ferment- 
menge rascher. 
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Tabelle 10. 











Versuchs- Zunahme d. Aminostickstoffs in °/, 
dauer 
in Stunden A B 
1 0,20 : 
1,5 ae | O15 
3 0,30 —_ 
4,25 a 1,00 (78) *) 
7 0,70 — 
24 1,60 (86) “ee 
28 site 3,10 (100) 
49 sm | 3,20 





*) Die eingeklammerten Zahlen geben die Zerstérung in Prozenten an. 


Der Zusammenhang zwischen Zerstérung und Aufspaltung 
ist ganz abhnlich wie bei der Kinwirkung des nichtaktivierten 
Papains auf amorphes Insulin. Anfangs eilt die Abnahme der 
Wirksamkeit dem EiweiBabbau voraus, um dann doch etwa gleich- 
zeitig mit diesem zu Ende zu kommen. Beim Papainversuch war 
dieser Endwert der Aminostickstoffzunahme 3,0°/, (Insulin Hochst). 


f) Die ereptischen Fermente Aminopolypeptidase und 
Dipeptidase, ihre Kinwirkung auf Insulin. 


a) Erepsin aus Schweineleber (Eichel). 


Die Darstellung der Leberausziige und die Abtrennung der ereptischen 
Fermente von Kathepsin erfolgte nach Waldschmidt-Leitz und Mit- 
arbeitern!), ebenso die Eichung. Wir verfolgten die Hydrolyse mittels der 
alkalimetrischen Mikrotitration.?) 

Starke und Haltbarkeit des verdiinnten Erepsinauszugs (C,-Elution). 

Auf Aminopolypeptidase wurde an d,|-Leucyldiglycin gepriift, auf Di- 
peptidase an d,l-Leucylglycin. 

1, Bei 1—3° 1 ccm der neutralen Lésung enthalt: 


zu Beginn 0,010 Pol.-(e), 0,009 Er.-(e); 
nach 3 Tagen 0,012 _,, 0,010 

nach 6 ,, 0,012 =, 0,010 

nach 9 ,, 0,008 


2. Bei 30° und px 8,0. 
30 com Fermentlésung, 10 ccm m/5-Na,HPO,, 0,20 cem n-NaOH. 
Glyceringehalt 15—20°/,. 


— 





-_—< 


1) Diese Z. 188, 17 (1930). 
2) Diese Z. 188, 32 (1929). 
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l ccm enthalt: 
zu Beginn 0,008 Pol.-(e), 0,0045 Er.-(e); 
nach 2 Tagen 0,008 _,, 0,0040.  ,, 3; 
nach 3 ,, 0,005 m 0,0035 sy, 

Wahrend der Dauer der Fermenteinwirkung auf Insulin 
braucht man also mit einer Schidigung der ereptischen Fermente 
nicht zu rechnen. 

Kinwirkung auf Insulin. Die Versuche wurden nur mit amorphem 
Insulin (Hochst, 10 I.E./mg) durchgefiihrt. 

Versuchsansatz: 100 mg Insulin, 4,75 ccm Fermentlésung, 2,5 ecm H,0, 
2,5 ccm m/5-Na,HPO,, 0,25 com n-NaOH. pg 8; 30°. 

Nach 22 Stunden sind 25°/, der Wirksamkeit zerstért: 

9° 48 99 99 74°), 99 99 99 
Selbst nach 75 Stunden war kein Aminozuwachs festzustellen. 


Kontrollversuch: Ansatz wie oben, aber die Fermentlésung ist abgekocht. 
Auch hier ist keine Zunahme des Aminostickstoffs eingetreten; die Starke des 
Insulins ist jedoch nach 50 Stunden auf 0,20 gesunken. 


Die ereptischen Fermente bewirken also keine Aufspaltung 
des Insulins und ebenso keine Zerstérung der Wirksamkeit. Daf 
die Starke des Insulins abnimmt, ist eine Folge der Versuchs- 
bedingungen, aber nicht der Fermenteinwirkung; denn mit ab- 
gekochter Fermentlésung erhalt man die gleiche Abschwachung. 


$f) Erepsin aus Darmschleimhaut (Weiss). 


Wir fiihren die Verhaltnisse bei der Eichung am Substrat an, um einen 
Vergleich mit den Insulinversuchen zu haben. 

Priifung auf Aminopolypeptidase: 245 mg d,l-Leucyldiglycin, 0,0005 Mol 
Phosphatpuffer, 2,5 ccm Erepsinlésung, mit n/5-NaOH auf pg 8,0 gebracht 
und mit Wasser und Glycerin auf ein Gesamtvolumen von 10 ccm aufgefiillt. 
Glyceringehalt 15°/,, Temperatur 30°. 

Nach 1 Stunde Aciditatszunahme 0,55 ccm n/5-Lauge. Das entspricht 
0,009 Pol.-(e) in 2,5 cem. 

Priifung auf Dipeptidase: 188,2 mg d,l-Leucylglycin, 5 cem m/5-Phos- 
phatpuffer, 2,5 cem Erepsinlésung, auf px 8 eingestellt, dann mit Wasser und 
Glycerin auf 10 ccm gebracht. 30°. 

Nach 1 Stunde Aciditaétszunahme 0,336 ccm n/5-Lauge. In 2,5 cem sind 
also 0,0056 Er.-(e) enthalten. 

Einwirkung auf Insulin. 100 mg Insulin Héchst (10 I.E./mg), 6 ccm 
Krepsinlésung, 0,2 Millimol Phosphatpuffer, auf px 8 eingestellt, dann wie 
iiblich auf 8 cem aufgefiillt. Glyceringehalt 15°/,. 30°. 


Bis zu 20 Stunden ergab sich keine Aciditaétszunahme, bei 
lingerer Dauer trat ein kleiner Zuwachs auf, der aber auch in den 
Kontrollversuchen mit abgekochter Fermentlésung zu beobachten 
war. Also keine hydrolytische Spaltung. 
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Bei einem dhnlichen Ansatz, der auf 100 mg Insulin 15 eem 
Erepsinlésung in 20 ccm Gesamtvolumen enthielt, wurde nach 
67 Stunden die Wirksamkeit des Insulins bestimmt. An je 24 Tieren 


ergab sich, daB 50°/, der physiologischen Wirksamkeit zerstért 


waren, derselbe Betrag, der auch im Kontrollversuch mit ab- 


_ gekochter Fermentlésung und Insulin gefunden wurde. Die nach- 


gewiesene Schddigung ist auf die Alkalitét der Losung zuriick- 


 zgufiihren, nicht auf Fermentwirkung. 


Wiederholung mit neuer Fermentlésung. 
5 ccm der Erepsinlésung enthielten 0,0145 Pol.-(e) und 0,007 Er.-(e). 


100 mg Insulin Héchst wurden wie oben mit 5 ccm Erepsinlésung an- 
gesetzt. Keine Zunahme des Aminostickstoffs. Nach 17 Stunden Schadigung 


des Insulins um 20 Proc. seiner Wirksamkeit, im Kontrollversuch ebenfalls. 


g) Blut und Insulin. 


Das Blut der Kaninchen wurde in einem Glischen aufgefangen, das 


' yorher mit Oxalatlésung ausgespiilt worden war und 10 mg Kaliumoxalat in 
_ 0,5 ccm Wasser enthielt. Von jedem Tier wurden so 2 Blutproben entnommen, 
' yon denen aber nur eine am Tage nachher demselben Tier wieder einverleibt 


wurde. 


Bei der Versuchsreihe mit 5 cem Blut wurden etwa 70—75°/, 
der Wirksamkeit zerstort, bei 0,5 wie bei 1 E. Insulin (Héchst). 


Es wurde noch eine Kontrollserie durchgefiihrt. 0,5 bzw. 
1 K. Insulin wurde in 5 cem physiologischer Kochsalzlésung in- 


 jiziert. Es wurde die Wirkung vollig wiedergefunden, trotz der 
| groBen Verdiinnung, in der sich hier das Insulin befindet. Die 
' niedrigsten Blutzuckerwerte lagen wie sonst nach 2 Stunden vor, 
_ teilweise waren sie nach 3 Stunden noch ebenso. 


Jede Reihe wurde mit etwa 12 Kaninchen ausgewertet. Auf 
ene genaue Mitteilung der Werte kann verzichtet werden, 


Zusammenfassung der Versuchsergebnisse. 
Wird das Eiwei8geriist des Insulins nicht aufgespalten — bei 


| Emwirkung von Trypsin (ohne Kinase), Aminopolypeptidase oder 


Dipeptidase —, so bleibt auch die Wirksamkeit des Insulins vollig 
erhalten. Findet dagegen Hydrolyse statt, wie bei Anwesenheit von 
Pepsin, Trypsin-Kinase, Papain ohne und mit Aktivatoren oder 
akt. Kathepsin, so geht auch immer die Wirksamkeit verloren. 
Die Zerstérung der blutzuckersenkenden Eigenschaft des Insulins 
hingt irgendwie mit der fermentativen Aufspaltung des Kiweibes 
zusammen. Der Grad der Hydrolyse, bei dem voéilige Vernichtung 
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der Wirksamkeit erfolgt, ist bei den einzelnen Fermenten sehr ver. 
schieden. Die folgenden Angaben beziehen sich auf krystallisiertes 
Insulin. Bei der Kinwirkung von Pepsin (px 2) geniigt ein Zuwachs 
der Aminogruppen von etwa 0,4°/,, bei Papain (py 5, 3,6 oder 6) 
von 1,4°/, (bei Kathepsin ahnlich), bei Trypsin-Kinase (px 8) von 
iiber 4°/,. Allen diesen Inaktivierungsreaktionen ist gemeinsam, daf 
die Zerstérung zu Beginn der Einwirkung rascher verliuft als die 
hydrolytische Aufspaltung. Erst im weiteren Ablauf zeigen sich 
Unterschiede, indem Pepsin und Trypsin-Kinase ebenso wie ak- 
tiviertes Papain nach vollendeter Zerst6rung noch weiter aufspalten, 
wihrend bei der Einwirkung von Papain auf krystallisiertes Insulin 
etwa 10°/, der urspriinglichen Stirke erhalten bleiben bei beendeter 
Hydrolyse. Dieses Ergebnis fndert sich auch bei nochmaligem 
Zusatz von Papain nicht. Wiederholt umkrystallisiertes Insulin, 
das ebenfalls 25 I. E. im Milligramm enthalt, erleidet durch Papain 
nur eine Zunahme des Aminostickstoffs um 0,75°/) und eine 
Schadigung auf etwa 4/, der urspriinglichen Starke, unter gleichen 
Versuchsbedingungen. Dagegen betrigt der Aminozuwachs bei 
einem amorphen Insulin (10 I. E./mg) 2,8°/ bei vélliger Zerstérung. 
Diese Befunde lassen sich schwer erkléren (verschiedener Einbau 
der wirksamen Gruppe?). Dazu kommt noch die Tatsache, dai 
wahrend der Hydrolyse des krystallisierten Insulins durch Papain 
offenbar die beiden alkaliempfindlichen Stickstoffgruppen in Form 
von Ammoniak abgespalten werden. Bei der Hinwirkung von 
Papain auf unwirksames Alkali-Insulin, aus dem diese Gruppen 
schon entfernt sind, wird kein Ammoniak mehr frei, ebensowenig 
aus Gelatine. 

Variation der Wasserstoffionenkonzentration oder der Papain- 
menge (und damit der Spaltungsgeschwindigkeit) andern bei 
amorphem und krystallisiertem Insulin nichts am Zusammenhang 
zwischen Aufspaltung und Zerstérung. Das spricht gegen die 
Annahme, daB durch die Hydrolyse zunachst ein noch wirksames 
Bruchstiick des Insulins entsteht, das erst infolge weiterer Schidi- 
gung durch die Milieubedingungen seine Wirksamkeit verliert. 
Immerhin wire es méglich, daB die Ammoniakabspaltung erst 
stattfindet, wenn vorher eine Bindung durch das Papain geldst 
worden ist. Das kénnen wir nicht entscheiden. Jedenfalls spielt 
die fermentative Hydrolyse des Insulins bei der Zerstérung eine 
wesentliche Rolle, gleichviel ob das entstehende Bruchstiick dann 
erst rasch Ammoniak abgibt, wie es fiir die Einwirkung des 
Papains mdglich ist, oder ob die Ammoniakbildung gleichzeitig 
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mit der EiweiBaufspaltung erfolgt. Ob bei dem Angriff des Insulins 
' durch die anderen Fermente ebenfalls Ammoniak frei wird, haben 
' wir noch nicht untersucht. Besonders die Tatsache, daB die Ab- 
' nahme der Wirksamkeit rascher fortschreitet als die Hydrolyse, 
deutet darauf hin, da8B diejenigen Bindungen, die von den ver- 
| schiedenen Fermenten zuerst gelést werden, fir die Wirksamkeit 
des Insulins von besonderer Bedeutung sind. 

Die Diskussion der Ergebnisse findet sich in der folgenden 
10, Mitteilung. 
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10. Mitteilung iiber Insulin. 
Von 


Karl Freudenberg und Wilhelm Dirscherl. 


Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 


und der I. G. Farbenindustrie Werk Hochst. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. August 1931.) 


seit 
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IV. Das Gesamtbild. Siiuitveme rung ee a a 


I. Das Problem und die Methodik. 


Wie das Haimoglobin besteht das Insulin aus einer wirksamer 
Gruppe und einem Eiweifanteil, welcher der Menge nach im 
Molekiil vorwiegt und fiir die physiologische Wirkung nur von 
nachgeordneter Bedeutung ist. Mit dieser Aussage ist alles zum 
Ausdruck gebracht, was beiden Substanzen gemeinsam ist; de 
nihere Vergleich ergibt nichts als Unterschiede. Die prosthetische 
Gruppe des Blutfarbstoffs laBt sich vom EiweiBanteil abtrennen; 
wenn sie dabei auch Veranderungen erleidet und isoliert nicht mehr 
die Funktionen des gesamten Blutfarbstoffs erfillt, so bewahr' 
sie dennoch die chemischen Merkmale der prosthetischen!) Gruppe 
des Himoglobins. Beim Insulin ist eine soleche Abtrennung bisher 
unmdéglich und wird mit guten Griinden als wenig aussichtsreic! 
angesehen. Stellt man sich vor, da8 das Hamatin oder irgend- 


1) Dem fiir die Farbkomponente des Blutfarbstoffs gebildeten treffende: 
Ausdruck ,,prosthetische Gruppe“ miiBte ein anderer Inhalt gegeben werde». 
wenn er auch auf die wirksame Gruppe des Insulins ausgedehnt werden sollte: 
wir verwenden ihn deshalb nicht fiir das Insulin. 
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} eines seiner Derivate in keiner Weise, ohne vollige Zerstérung, 
von dem Eiwei8geriist abtrennbar ware, so hatte man dhnliche 
| Verhaltnisse vor Augen, wie sie beim Insulin herrschen. Die Folge 
wire, daB der Konstitutionsforscher den Blutfarbstoff als Ganzen 


ua 


esamten Haémoglobins abzutasten — ein wenig hoffnungsvolles 


untersuchen miubte, um die Farbstoffkomponente innerhalb des 


Beginnen. Aber auch dann ware der Vergleich mit dem Insulin- 
‘problem noch unvollkommen. Die analytische Handhabe, die 
| einer solchen Untersuchung durch die Farbigkeit gegeben wire, 


ist beim Insulin ersetzt durch die schleppende und ungenaue 


'Messung der blutzuckersenkenden Wirkung; auBerdem enthilt 


das Insulin im Gegensatz zum Hamoglobin keine dem Kiweif- 
anteil artfremde chemische Gruppe; die wirksame Gruppe besteht 
vielmehr aus einer den EiweifBbausteinen offensichtlich recht nahe 


stehenden Anordnung von Aminosiéuren oder nahen Abkémm- 
lingen derselben. Das mag der so erschwerten Untersuchung 


vinstig und zugleich ungiinstig sein: giinstig, wenn die wirksame 
Gruppe verhdltnismaBig einfach gebaut ist, ungiinstig, wenn 
nierdurch die Merkmale der wirksamen Gruppe noch mehr ver- 
wischen gegeniiber den umgebenden EiweiSbausteinen. 

Die experimentelle Aufgabe, die hiermit gekennzeichnet ist, 
wurde auf zweierlei Art angegriffen. In J. J. Abels Laboratorium’) 
wurde krystallines Insulin hydrolysiert in der Hoffnung, charakte- 
ristische Bestandteile des als Protein erkannten Hormons auf- 
zifinden. Dieser sehr verdienstvolle Versuch ergab 12°/, Tyrosin, 
s—]2°/, Cystin und weitere 6°/, eines Gemisches, in dem Histidin, 
Arginin, Leucin und Lysin mit Sicherheit erkannt wurden. Als 
nicht anwesend oder nur in Spuren vorhanden darf Tryptophan 
zelten.?) Eine dem Insulin eigentiimliche Substanz wurde jedoch 
nicht aufgefunden. 

Der andere Weg ist durch das oben schon Gesagte gekenn- 
zeichnet. Chemische, physikalische, enzymatische Einwirkungen 
uf das gesamte Proteinmolekiil des Insulins, in dem die wirksame 
Gruppe nur einen winzigen Anteil ausmacht, werden untersucht 

Hinblick auf Verschwinden und, wenn mdglich, Wieder- 
uerstellung der physiologischen Wirksamkeit. Solche Versuche 
haben einen orientierenden Wert, wenn das Verschwinden der 
Wirksamkeit ohne Messung des Verlaufs festgestellt wird; die 
. 1) V.du Vigneaud, H. Jensen u. O. Wintersteiner, J. Pharmacol. 
“xper. Therap. 32, 367 (1928). 

2) J. J. Abel u. Mitarbeiter, ebenda 31, 82 (1927). 
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wichtigste Arbeit dieser Art verdankt man N. R. Blatherwick 
und seinen Mitarbeitern.!) Mit vorschreitender Erkenntnis hat 
sich die Methodik entwickelt, die wir seit unserer 2. Mitteilung 
benutzt und in den vorstehenden Abhandlungen weiter ausgebaut 
haben. Der mit den verschiedensten Mitteln ausgefiihrte Angriff 
wird quantitativ verfolgt unter gleichzeitiger Messung seines Ein- 
flusses auf die physiologische Wirksamkeit des Insulins. Mit Hilfe 
dieses Verfahrens wurde das erste Beispiel der Wiederherstellung 
der physiologischen Wirksamkeit*) eimes (durch Acetylierung) 
unwirksam gemachten Priparates gefunden und es wurde in der 
Ammoniakabspaltung bei der alkalischen Inaktivierung des Insulins 
die einzige chemische Reaktion ermittelt, die bis jetzt der wirk- 
samen Gruppe allem und unmittelbar zugeschrieben werden 
kann. 

Demnach ist der Versuch nicht ganz aussichtslos, Anhalts- 
punkte fiir die Konstitution einer Substanz zu gewinnen, die nicht 
isoliert werden kann aus der tberwiegenden Masse der sie um- 
gebenden KiweiBbestandteile. Die Arbeitsmethoden miissen auf 
die grundlegenden Hilfsmittel der organischen Chemie verzichten, 
wie Krystallisation im ublichen Sinne, Elementaranalyse, Schmelz- 
punkts- und Molekulargewichtsbestimmung. 


II. Die Substanz. 


Von den 8 Wegmarken der Insulinforschung — der Fest- 
stellung der endokrinen Funktion der Pankreasdriise und Formu- 
lierung des stofflichen Problems durch Minkowski und v. Me- 
ring, der Isolierung wirksamer Priparate durch Banting und 
Best, der Krystallisation des Insulins durch J.J. Abel — 
interessiert uns hier die letztere. 

Die Insulinkrystalle bilden die Grundlage der Insulinforschung. 
Das Kriterium der Reinheit ist ihr schénes Aussehen und die in 
den Krystallen erreichte maximale physiologische Wirksamkeit: 


1) J. of biol. Chem. 72, 57 (1927). Auf enzymatischem Gebiet haben 
qualitative Versuche angestellt: E. J. Witzemann u. L. Livshis, J. of biol. 
Chem. 57, 425 (1923); H. A. Shonle u. J. H. Waldo, ebenda 48, 731 (1923/24); 
K. Felix u. E.Waldschmidt-Leitz, Ber. chem. Ges. 59, 2367 (1926); 
A. Harteneck u. W. Schuler, Diese Z. 172, 289 (1928); W. Corneli, Diese 
Z. 199, 217 (1931). Quantitative Versuche: 4. u. 9. Mitteilung. 

2) ,,Physiologische Wirksamkeit“ wird im folgenden kurz ,,Wirksamkeit’’ 
genannt, 
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Sie enthalten 24 Standardeinheiten im Milligramm.!) Chemische 
Merkmale der Reinheit sind ein verhaltnismafig hoher Gehalt an 
Schwefel (3,2°/,)), die Abwesenheit von Tryptophan*) und von 
Thiomethyl*) (in unreineren Priparaten vorhanden, wohl von 
Methionin stammend); die Abspaltung von 0,16°/, Ammoniak®§) 
mit Alkah (n/30, 35°, 3 Stunden), wahrend weniger wirksame 
Priparate entsprechend weniger Ammoniak abspalten. Ein Kenn- 
zeichen der Reinheit ist ferner das Fehlen der initialen Hyper- 
glykaémie, die bei unreinen Priaparaten auftritt. 

Die GleichmaBigkeit der physiologischen Wirksamkeit ist 
von diesen Kriterien das einzige, das quantitativ verwertbar ist; 
die Bestimmung ist allerdings mit Fehlern von einigen Prozenten 
behaftet. Andererseits fehlt den Krystallen, die Wasser enthalten, 
das entscheidende Kennzeichen echter Krystallisation: das Réntgen- 
diagramm.®) Man erhalt mit ihnen lediglich die Halos amorpher 
Substanzen. Diese Tatsache sagt aus, da die Molekile in keiner 
tichtung gleichmébig geordnet und daher auch wahrscheinlich 
in keiner Richtung einheitlich sind. Nehmen wir fiir die aus 
verkniipften Aminosiuren bestehenden Molekiile die Form ge- 
streckter Ketten an (fiir jede andere Gestalt gilt entsprechendes), 
so heiBt das eben Gesagte, daB die Molekiile zwar ahnlich gebaut 
sind und sich dank dieser EKigenschaft zu Biindeln ordnen, daB sie 
jedoch weder gleich lang sind, noch genau die gleiche Anordnung 
der Kettenglieder besitzen. In einem Molekiil mag sich in der 
Mitte der Kette Alanin, im anderen Glykokoll befinden; an einer 
anderen Stelle mégen 3 Tyrosinreste hintereinander geschaltet 
sein, im Nachbarmolekiil dagegen nur zwei; die wirksame Gruppe, 
die sich nach unserer Vorstellung nur wenig von einer Peptidgruppe 
unterscheidet, kann in einem Molekiil etwa in der Mitte, im anderen 


1) 27 Einheiten nach D. A. Scott, J. of biol. Chem. 92, 280 (1931); 
dieser Autor miBt mit Mausen, wahrend mit Kaninchen 24 Einheiten gefunden 
werden. Die Bestimmung mit Kaninchen und mit Mausen ist definitions- 
gemiB kongruent bei Praparaten mit 8—12 Einheiten im Milligramm; bei 
hochwertigen Praparaten scheint keine vollkommene Ubereinstimmung vor- 
zuliegen. Vgl. K.Culhane, H. P. Marks, D. A. Scott, J. W. Trevan, 
Biochemie. J. 23, 407 (1929). 

“) Neueste Bestimmungen: D. A. Scott, J. of biol. Chem. 92, 281 (1931). 

3) V. du Vigneaud, H. Jensen u. O. Wintersteiner, J. Pharmacol. 
Exper. Therap. 32, 367 (1928). 

4) 5. Mitteilung. 

5) 5. und 8. Mitteilung. 

5) Wm. H. George, Proceed. Leeds philos. literar. Soc. 1, 412 (1929); 
». Mitteilung, S. 107. 
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gegen das Ende zu eingefiigt sein. Einzelne Molekiile kénnten 
die wirksame Gruppe sogar 2mal enthalten, andere méglicherweise 
gar nicht. Diese Gruppe bildet nur wenige Prozente des Ganzen, 

Die Mutterlaugen, die bei der Krystallisation anfallen, ent- 
halten stets den gréBeren Teil der zum Krystallisationsversucl, 
angewendeten Einheiten in einer Form, die nicht mehr krystalli- 
sationsfahig ist. In diesem Gemisch befinden sich begleitende 
KiweiBstoffe, die nichts mit Insulin zu tun haben; hier diirften 
sich aber auch Molekiile mit der wirksamen Gruppe _ befinden, 
die gréBer oder kleiner sind als die Molekiile der krystallinen 
Fraktion, oder sich von diesen entfernen durch eine andere An- 
ordnung, etwa durch den Gehalt an fremden Aminosiuren wie 
Methionin!) oder Tryptophan.?) 

Wir nehmen also an, da eine bestimmte, den Peptiden 
iihnliche Anordnung, die ,,wirksame Gruppe“, in KiweiBketten 
verschiedener Linge und Gestalt eingebaut ist, zudem noch an 
verschiedenen Stellen der einzelnen Ketten. Aus diesem Gemisch 
liBt sich eine kleine Fraktion solcher Molekiile krystallinisch 
gewinnen, die untereinander einigermafen in Gestalt und Linge 
iibereinstimmen. Diese Krystalle sind einheitlicher als das amorphe 
Insulin, das heiBt, die sie zusammensetzenden Molekiile sind nicht 
mit vollig fremden Bestandteilen untermischt; aber einheitlich 
wie die Molekiile eines Morphinkrystalls sind sie nicht. 

Wir entnehmen die hier angewendeten Vorstellungen ge- 
wissen Beobachtungen, die auf anderen Gebieten gemacht worden 
sind. Normale Kohlenwasserstoffe oder Fettséuren krystallisieren 
zusammen, auch wenn die Linge der Ketten in gewissen Grenzen 
variiert. Besonders eignen sich zum Vergleich die acetylierten 
Abbauprodukte der Cellulose. Acetylierte Cellobiose krystallisiert 
iiberaus leicht in einheitlicher Form. Die Acetylprodukte der 
Triose und Tetraose krystallisieren sehr schwer aus Gemischen 
und bilden Mischkrystalle. Die folgenden hédheren Spaltstiicke 
krystallisieren nicht, bis eine auf 30 Glucoseglieder geschiitzte 
Fraktion wieder zu krystallisieren vermag, das acetylierte Cello- 
dextrin von K. Hess.) Bei noch gréBerer Gliederzahl bis hinaui 
zur unverdnderten Cellulose hért die Krystallisationsfahigkeit der 


) 5. Mitt., Diese Z. 187, 89 (1930). 
) Grevenstuk u. Laqueur, Insulin 1925, S. 203. 

3) K. Hess u. H. Friese, Liebigs Ann. 450, 40 (1926); zur Konstitution 
vgl. K. Freudenberg u. E. Bruch, Ber. chem. Ges. 68, 535 (1930); 
K. Freudenberg, W. Kuhn u. Mitarbeiter, Ber. chem Ges. 68, 1510 (1930). 
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Acetate aus der Lésung!) wieder auf. Warum ist gerade die mittlere 
Dextrinfraktion durch Krystallisationsfihigkeit ausgezeichnet ? 
Wir glauben, daB die von ihren Solvathiillen umgebenen allzu groBen 
Acetyl-Celluloseketten zu unbeweglich sind, um sich zu ordnen. 
Erst von einer gewissen Kleinheit an, wie in dem genannten Cello- 
dextrin ist die Beweglichkeit einerseits bereits groB genug, um eine 
Ordnung zu erlauben; andererseits sind die additiven Gitterkriafte 
noch stark genug, um diese Ordnung herbeizufiihren, auch wenn 
die Kettenlange in gewissen Grenzen um einen Mittelwert schwankt. 
Weiter hinab nehmen die Gitterkrifte ab und die Unterschiede 
zu (z. B. unterscheidet sich eine 17 gliedrige Kette von einer 
18 gliedrigen mehr als eine 30 gliedrige von einer 31 gliedrigen), bis 
schheBlich bei der Cellobiose die echte Krystallisation unter sich 
cleicher Molekiile einsetzt. 

Wir glauben, daB ahnlich wie beim Cellobiosan auch beim 
Insulin eine Fraktion von einer gewissen durchschnittlichen Ketten- 
linge vorzugsweise krystallisiert. Die nicht krystallisierenden 
Fraktionen enthalten die wirksame Gruppe in Ketten von anderer 
Lange und von anderer Anordnung der die wirksame Gruppe um- 
vebenden Aminosiuren. 

Tatséchlich liegen verschiedene Beobachtungen vor, daB die 
wirksame Gruppe im krystallinen Insulin anders (schneller oder 
langsamer) reagiert als in amorphen Praparaten. Den Umstand, 
daB nach Carr verestertes und damit inaktiviertes krystallines 
Insulin weniger vollstaéndig reaktiviert werden kann als amorphes, 
haben wir auf eine gréBere Empfindlichkeit der in das krystalline 
Praparat eingebauten wirksamen Gruppe gegen Sdaure zuriick- 
vefihrt. Papain wirkt mit anderer Geschwindigkeit und anderem 
Endergebnis auf krystallines als amorphes Material.?) 

Wir haben amorphes Insulin in Handen gehabt, das nahezu 
von der Starke des krystallisierten war (24 Einheiten) und trotzdem 
nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. Hierfiir gibt 
es nur zwei Erklirungen. Vielleicht sind die Eiweibketten, in welche 
die wirksame Gruppe eingebaut ist, nach Linge und Anordnung 


1) Die beim Streckspinnen oder beim natiirlichen Aufbau gebildeten 
Krystallite kommen anders zustande. Im ersten Fall werden die Ketten- 
molekiile durch Zug in eine Ordnung gezwungen, im zweiten Fall werden sie 
ceordnet aus kleineren Einheiten aufgebaut. 

2) Vgl. 9. Mitt. Weitere Beispiele: Wirkung von Formaldehyd, Wasser- 
stoffperoxyd (8. Mitt.) und Licht (6. Mitt). Hierher paBt auch die Tatsache, 
daB man die EiweiBkette z. B. durch Salzsiure oder salpetrige Saure ver- 
andern kann, ohne die wirksame Gruppe véllig zu zerstéren. 
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so verschieden, daB keine Krystallisation eintreten kann. Die 
andere Erklirung ware die, da8 fremde unwirksame Anteile in so 
erheblicher Menge anwesend sind, da sie die Krystallisation 
stéren; dann mu8 angenommen werden, da8 das Insulin selbst, 
das in diesem Praparat enthalten ist, hoher wirksam ist und sogar 
die Wirksamkeit des krystallinen Insulins (24 Einheiten) wbersteict. 
Das bedeutet, daB diesem Praiparat Molekiile von geringerer Grife 
beigemengt waren, welche dieselbe wirksame Gruppe enthielten 
wie die durchschnittlich gr6Beren Molekiile des krystallinen Insulins. 
Tatsachlich halten wir es fiir méglich*), daB EK. Dingemanse?) 
Fraktionen in Handen gehabt hat, die starker als krystallines 
Insulin waren, also die wirksame Gruppe in eimem kleineren 
FiweiBmolekiil enthielten. Der in einer der vorstehenden Arbeiten 
gegebenen Schilderung mag der Leser selbst entnehmen, welches 
Gewicht er den Versuchen von Dingemanse beimessen will. 
In jedem Falle halten wir sie fiir mdglich.?) 

Nach unserer Auffassung ist Insulin ein Gemenge voneinander 
ahnlichen EiweiBmolekiilen verschiedener GrdBe, in welche die 
wirksame Gruppe eingebaut ist. Der Umstand, da8 Insulin ver- 
schiedenster Herkunft die gleichen Krystalle in wechselnder, aber 
stets geringer Ausbeute liefert*), bedeutet, da8 in allen diesen 
Praparaten jene krystallisierende Fraktion enthalten ist; tiber die 
Beimengung an anderen Insulinmolekiilen ist jedoch nichts aus- 
gesagt und es ist denkbar, daB diese von einer Tierart zur anderen 
einige Unterschiede zeigen.®) 

Die Frage nach dem Molekulargewicht kann nur fir das 
krystalline Insulin aufgeworfen werden. Da eine echte Krystalli- 
sation nicht vorliegt, kann nur eine durchschnittliche GréBe fiir die 
verschieden groBen, um einen Mittelwert in ziemlich engen Grenzen 
schwankenden Molekiile gegeben werden. Eine obere Grenze der 
Teilehengr6Be (nicht Molekulargré8e) hat The Svedberg durch 
den Sedimentierungsversuch ermittelt.*) Er findet 35100. Fir 

1) 7. Mitteilung. 

2) Arch. f. exper. Path. 128, 44 (1928); Arch. Neerl. de Physiol. de 
Phomme 12, 259 (1927). 

3) Aus dem Vorstehenden geht hervor, daB Dingemanses Fraktion 
in den Mutterlaugen vom krystallinen Insulin gesucht werden mu8 und 
nicht, wie es geschehen ist, im krystallinen Insulin. 

4) D. A. Scott, a. a. O. 

°) H. Jensen findet im krystallinen Insulin verschiedener Tiere Schwan- 
kungen im Schwefelgehalt. 

6) Nature 127, 438 (1931); B. Sjégren u. The Svedberg, Am. Soc. 53, 
265 (1931). 
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| das auf chemischem Wege ermittelte Molekulargewicht halten 


wir die ungefaéhre Zahl von 20000 fiir wahrscheinlich, die innerhalb 


| der Fehlergrenze die Halfte der Zahl von The Svedberg betrigt. 
' Da Insulin 14°/, Stickstoff enthalt (wovon 1°/, Aminostickstoff), 


entfallt auf jeden Aminosiurerest im Insulin ein durchschnittliches 


' Molekulargewicht von 108. Die ungefihre Linge des zickzack- 


formig ausgestreckt gedachten Molekiils 1aBt sich folgendermaBen 
berechnen. Die Linge der Kinheit HN—CHR—CO der Aminosaéuren 
wird gleich 3,5 A gesetzt. Wenn wir als Molekulargewicht 18000 
setzen, so sind 167 solcher Einheiten vom Molekulargewicht 108 
mit emer Gesamtlinge (Zickzackkette) von 580 A vorhanden. Ks 
ist nicht anzunehmen, daB ein solches Teilchen in Lésung aus- 


| gestreckt ist, sondern die polaren Gruppen der EiweiBkette werden 


das Gebilde zusammenrollen lassen wie eine zylindrische Feder. 


| Diese kann aus wenigen Windungen von groBem Durchmesser 
_ oder vielen mit kleinem Durchmesser bestehen, oder sie kann eine 
| zwischen beiden Grenzwerten liegende Form haben. Der erste Fall 


erlaubt weniger gut eine allseitige Absiéttigung der polaren Stellen; 
der zweite Fall strebt der Geraden zu; also verwenden wir eine 


_ mittlere Form und zwar als erste Anniherung eine zylindrische 


Feder deren Hoéhe dem Durchmesser der Windungen gleich ist. 


| The Svedberg hat Kugelgestalt festgestellt. Da er das doppelte 


Teilchengewicht findet (unter gewissen Bedingungen der Wasser- 
stoffionenkonzentration findet er kleinere Gewichte), miissen 
wir uns 2 Ketten parallel gerollt denken, wie wenn zwel 
der geschilderten Federn ineinander geschraubt wiren. Wenn a 
die Anzahl der Windungen, b die Linge der beiden Ketten be- 


| dentet, so ist 2r w-a=b. Wenn c der seitliche Abstand der 
Ketten ist, so bedeutet c-a die Hohe des Zylinders. Diese soll 


cleich dem Durchmesser sein, daher 27 = c-a. 
Aus beiden Gleichungen folgt: 


r=Ve V~- ; fir b = 2 x 580 = 1160 


7 
wird 
r=19,2A, wenn c=4, 
r= 20,4A, wenn c=4,5, 
r= 21,5 A, wenn c=5 A gesetzt wird. 


\bstiénde dieser GrdBe sind wahrscheinlich. Ks ist nun auffallend, 
daB The Svedberg fiir kugelf6rmige EiweiBpartikel der un- 
vefihren TeilchengréBe 85000 den Radius 22 A findet, also in sehr 
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guter Ubereinstimmung mit unserer Berechnung. Die oben ent. 


wickelte Vorstellung von der Verschraubung der Doppelmolekiile 


laBt sich auf 2, 3, 4 Doppelmolekiile ausdehnen, deren Zusammen. 
halten, das The Svedberg gefunden hat, auf diese Weise ver. 
stindlich wurde. Der Radius eines kugeligen Teilchens mit 4 Doppel- 
molekiilen mite zweimal so gro sein als der eines Doppelmolekiils, 
was wiederum in Ubereinstimmung mit The Svedbergs Versuc; 
steht. Im Krystall kann ein solches Gebilde selbstverstandlic! 
andere Gestalt, wahrscheinlich gestreckte, annehmen. 

Fiir das chemisch bestimmte Molekulargewicht des krystallinen 
Insulins haben wir friiher etwa 8000 angegeben. Diese Zahl stiitzte 
sich auf die Tatsache, daB Insulin bei der Inaktivierung mit Alkali 
0),20°/, Ammoniak abspaltet. Dieser Wert betrigt bei genauerer 
Bestimmung 0,16°/,, woraus als durchschnittliches Molekulayr- 
gewicht etwa 10000 folgt. Diese Zahl ist jedoch zu verdoppeln, weil 
bei verschiedenen Inaktivierungsreaktionen — durch Natriumamal- 
gam, Oxydationsmittel — nur 0,08°/) Ammoniak frei werden, 
wihrend der Rest, also weitere 0,08°/, erst mit Alkali in Freiheit 
gesetzt werden. Damit ist das oben angefihrte ungefihre mitt- 
lere Molekulargewicht 20000 fiir das krystallisierte wasserhaltige 
Insulin wahrscheinlich gemacht. 

Will man der in der Proteinkette eingefiigten wirksamen Gruppe 
das Molekulargewicht von 2—3 Aminosidureresten, also etwa 300), 
zuerkennen, so wiirde sie nur 1,5°/, des Insulins ausmachen. Selbst 
wenn man fiir dieses nur ein Molekulargewicht von 10000 fiir ev- 
wiesen hilt, wiirde die wirksame Gruppe nur 3°/) davon betragen. 


t 
4 


III. Die wirksame Gruppe. 

Die beherrschenden Aminoséuren des Insulins sind Tyrosin 
und Cystin, deren jede etwa 12°/, des Hydrolysates bilden. Sie 
beherrschen das Absorptionsdiagramm des Insulins, und die Ver- 
iinderungen, die das Diagramm bei der Bestrahlung mit ultra- 
violettem Licht erfahrt, lassen sich auf entsprechende Verande- 
rungen dieser Aminoséuren zuriickfiihren. Obwohl die wirksame 
Gruppe ein Absorptionsgebiet in einem Bereiche besitzt in dew 
Tyrosin und auch Cystin stark absorbieren, bleibt die Frage offen, 
ob die Zerst6rung der Insulinwirkung durch Licht mit der photo- 
chemischen Veriénderung dieser Aminosiuren zusammenhangt. 

Will man dies annehmen, so wird man unmédglich simtlichen 
14 Molekiilen Tyrosin und etwa 10 Cystinmolekiilen eine Rolle 
in der wirksamen Gruppe zuweisen kénnen, sondern nur einzelnen. 
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Auch der sogenannte labile Schwefel sagt dariiber nichts aus. 
Darunter wird der Teil von den 8,2°/, Schwefel im Insulin ver- 
standen, der mit Alkali als Sulfid abgespalten wird. Wir haben 
gezeigt+), daB die Inaktivierung des Insulins durch Alkali mit einer 
Geschwindigkeit ganz anderer Gré8enordnung verliuft als die Ab- 
spaltung des Schwefels; auBerdem ist der labile Schwefel durch 
einen Versuch von M. Bergmann und F. Stather?) erklirt, die 
cezeigt haben, daB Cystin in gebundener Form seinen Schwefel 
viel leichter abspaltet als in freier. 

Uber die Beteiligung bestimmter Aminosiuren an der wirk- 
sumen Gruppe des Insulins la8t sich wenig positives sagen: jede 
kann moglicherweise beteiligt sein, fiir Tyrosin oder eine ahnliche 
Substanz, allenfalls auch fiir Cystin legen gewisse Anhaltspunkte 
vor; ausgeschlossen sind nur diejenigen, wie Methionin, Trypto- 
phan, Phenylalanin, deren Abwesenheit im Insulin durch be- 
sondere Versuche feststeht. 

Dagegen sind eine ganze Anzahl chemischer Verainderungen 
erkannt worden, die mit der wirksamen Gruppe unmittelbar im 
Zusammenhang stehen. An erster Stelle steht die Abspaltung, durch 
Alkali, von 0,16°/, Ammoniak, das als solches identifiziert wurde. 
Der Vorgang vollzieht sich mit derselben Geschwindigkeit wie das 
Abklngen der Wirksamkeit. Wiahrend dieses Vorgangs steigt die 
optische Drehung erst an, um dann unter den Anfangswert 
hinabzusinken und nach Beendigung der Ammoniakabspaltung 
und Verlust der Wirksamkeit konstant zu bleiben. Die Reduktions- 
versuche haben ergeben, daB 2 Ammoniakmolekiile im Spiele 
sind. Offenbar bildet sich im alkalischen Inaktivierungsversuch bei 
Verlust des ersten Ammoniakmolekiils (0,08°/,) ein héher drehendes 
Produkt, das sich unter Verlust des zweiten NH, (wieder 0,08°/,) 
in ein tiefer drehendes verwandelt. 

Man kann an sehr empfindliche Siureamid- oder Iminogruppen 
denken oder an beide. Beide sind séurebestaéndig, werden aber 
durch Alkali unter Abspaltung von Ammoniak zersetzt. Eine dieser 
Gruppen wird durch Reduktionsmittel unter Ammoniakentwicklung 
zerlegt; die zweite Gruppe gibt alsdann noch durch Alkali ihr 
Ammoniak ab. Oxydationsmittel scheinen die eine Gruppe so zu 
verandern, da8B sie mit Alkali kein Ammoniak mehr abgibt, wihrend 
lie andere dies noch tut. Schwefelwasserstoff inaktiviert das 

1) 5. Mitteilung. 

2) Diese Z. 152, 189 (1926). 
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Insulin, anscheinend ohne die Alkaliempfindlichkeit und Ammoniak- 
entwicklung beider Gruppen zu verdndern. Keine der beiden 
Ammoniak liefernden Gruppen scheint bei der Bestimmung nach 
van Slyke Stickstoff zu liefern. Entweder liegen Iminogruppen 
vor oder maskierte Amine oder Amide. Das ergibt sich auch aus 
dem unten angefiihrten Acetylierungsversuch. 

Auch beim Angriff der Fermente scheinen die Ammoniak 
abspaltenden Gruppen beteiligt zu sein. Im Falle des Papains, 
das am besten untersucht ist, diirfte die Inaktivierung des Insulins 
sehr wahrscheinlich mit der Abspaltung beider Ammoniakmolekiile 
(0,16°/,) zusammenhingen, wihrend die Aufspaltung der Eiweil- 
kette erst langsamer erfolgt. Allgemein wurde beobachtet, daB die- 
jenigen proteolytischen Fermente, die Insulin iiberhaupt angreifen 
(Pepsin, Papain, Trypsin-Kinase, Kathepsin), rasch inaktivieren 
und das Eiweif als solches langsamer hydrolysieren, wihrend 
Trypsin ohne Kinase, Aminopolypeptidase oder Dipeptidase weder 
die wirksame Gruppe noch die Hiweifbkette angreifen. 

Uberblickt man das Verhalten der Fermente, so muB man als 
einfachste Forderung die nach einer besonders leicht angreifbaren 
Peptidbindung aufstellen. Ob die mit Papain beobachtete A)- 
spaltung von Ammoniak eimer primiren Wirkung des Ferments 
entspringt oder ein sekundirer Vorgang ist, bleibt dahingestellt. 

Die Einzelheiten aller dieser Reaktionen, die sich um die 
Ammoniak abspaltenden Gruppen des wirksamen Anteils im Insulin 
gruppieren, bedirfen weiterer Befestigung und werden vielleicht 
im einen oder anderen Punkte korrigiert werden; sicher ist aber, 
daB hier der Kern des Insulinproblems getroffen ist und wir be- 
trachten als einen wesentlichen Fortschritt den Nachweis, daB so 
gut wie alle chemischen Eingriffe an der wirksamen Gruppe mit 
den Ammoniak abspaltenden Atomanordnungen zu tun haben. 

Alle bisher angefiihrten Reaktionen sind irreversibel, d. h. es 
ist nie gelungen, die unter ihrem Jinflu8 zerstérte Insulinwirkung 
wieder herzustellen. In diesem Sinne reversible Reaktionen sind 
gefunden worden mit Acetylierungsmitteln, Formaldehyd und 
Alkylierungsmitteln. 

Die Acetylierung vollzieht sich unter den mildesten Be- 
dingungen; das unwirksame Acetylderivat wird durch verdiinntes 
Alkali teilweise wirksam. Der Vorgang kommt der Acetylierung 
und Verseifung von alkoholischem oder phenolischem Hydroxy! 
am niichsten. Durchaus unwahrscheinlich ist, daB er in der Acety- 
lierung und Entacetylierung einer Aminogruppe besteht, da Amino- 
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acetyl sehr bestindig ist; eher kame irgendeine Iminogruppe in 
Betracht.*) 

Formaldehyd reagiert dagegen, wie wenn er sich mit einer 
Amino-, Amido- oder Imino-(Peptid)-gruppe verbainde, und auch 
die teilweise Wiederherstellung der Wirksamkeit aus der un- 
wirksamen Formolverbindung mit verdiinnter Saure erinnert an die 
Zerlegung von solchen Formaldehydverbindungen. Demnach be- 
steht ein gewisser Gegensatz zwischen dem Acetyl- und Form- 
aldehydversuch. Es wird schwer sein, sich vorzustellen, daB ein 
und dieselbe Gruppe diese Umwandlungen mit [ssigsiureanhydrid 
und Formaldehyd erleidet. Nimmt man dagegen an, daB in der 
wirksamen Gruppe des Insulins getrennt voneinander ein Hydroxyl 
und eine Séureamidgruppe vorhanden sind, so kann das Hydroxyl 
fir das Verhalten bei der Acetylierung und Entacetylierung, die 
Amidgruppe fiir die Aufnahme und Abspaltung des Formaldehyds 
verantwortlich gemacht werden. Das Acetylierungsmittel (Pyridin 
und Kssigsiureanhydrid) wiirde nicht mit der Saéureamidgruppe, 
der Formaldehyd nicht mit dem Hydroxyl reagieren. Die Saure- 
amidgruppe ware auch mit dem Verhalten des Insulins gegen 
salpetrige Saure im HKinklang, die in ihrer Anwendung nach van 
Slyke vorzugsweise Amino, schwerer Amidogruppen angreift. 
DaB der in der van Slykebestimmung festgestellte Stickstoff 
(1°/, des Insulins) nichts mit der wirksamen Gruppe zu tun hat, 
sondern der Eiweifkette angehoért, halten wir fiir erwiesen. 

Die leichte Verseifbarkeit gewisser Saureamide wiirde zugleich 
die Herkunft wenigstens eines der beiden durch Alkali abspaltbaren 
Ammoniakmolekiile erkliren. Selbst die Ammoniakabspaltung 
durch Natriumamalgam wird damit verstindlich, da manche 
Amide leicht zu Ammoniak und Alkohol reduzierbar sind. 

Fir den Angriff durch Schwefelwasserstoff und durch Oxy- 
dationsmittel kann vorlaufig keine Deutung gegeben werden. 
Letztere machen eine der Ammoniak abspaltenden Gruppen stabil 
gegen Alkali. 


1) Die Acetylierungsversuche —- ebenso wie die mit Formaldehyd und 
Diazomethan — sind viel komplizierter als aus diesen kurzen Angaben hervor- 
geht; denn die EiweiBkette reagiert mit und bleibt auch nach Freilegung der 
wirksamen Gruppe (Regenerierung) teilweise verandert (acetyliert, methyliert). 
Eine solche Komplikation besteht z. B. in der unerklarten Tatsache, daB aus 
Acetylinsulin (das mit salpetriger Saiure keinen Stickstoff entwickelt), nach 
der Regenerierung wieder ein Teil des im Insulin vorhandenen Aminostick- 
stoffs nachweisbar ist. 
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Zu diesen Gruppen kommt eine Carboxylgruppe, die sich ver- 
estern und wieder verseifen JéBt (Carr). Daf dieses Carboxy! nicht 
als Lacton oder Lactam vorliegt, beweist seine Angreifbarkeit 
durch Diazomethan. In nichster Nachbarschaft zu den Ammoniak 
abspaltenden Gruppen, deren eine reduzierbar ist, mu sich min- 
destens ein asymmetrisches Kohlenstoffatom befinden. 


IV. Das Gesamtbild. SchluBbemerkungen. 

Nach dem heutigen Stand unseres Wissens kénnen wir etwa 
folgendes Bild vom Insulin entwerfen. 

Die blutzuckersenkende Gruppe, kurz wirksame Grup): 
genannt, ist in die Kettenmolekiile einer bestimmten Eiweifart 
eingebaut. Diese Kettenmolekiile sind nicht gleich lang, sie weisen 
Unterschiede, z. B. in der Folge ihrer Aminoséuren auf; auch der 
Sitz der wirksamen Gruppe mag von Molekil zu Molekiil wechseln 
und einmal naéher der Mitte, ein anderes Mal naher dem Ende zu 
suchen sein. Eine Fraktion dieser Molekile von einigermafen 
iihnlichem Bau und ungefahr gleicher Linge la8t sich in Krystall- 
form gewinnen und stellt das reinste Insulin dar; aber die zum 
Krystall geordneten Molekile sind zu verschieden voneinander, 
um ein regelmafiges Krystallgitter zu bilden. Das durchschnittliche 
Molekulargewicht ist mindestens 10000, wahrscheinlich gegen 20000. 

Bei allen Veraénderungen — chemischen, fermentativen, physi- 
kalischen — ist zu unterscheiden zwischen Reaktionen der wirk- 
samen Gruppe und denen der Eiweibkette. Letztere hat fiir dic 
physiologische Wirkung nur eine nachgeordnete Bedeutung, die 
vielleicht darin besteht, daB sie die empiindliche wirksame Gruppe 
schiitzt und zu ihrer Wirkung im Organismus die nétigen physi- 
kalischen Voraussetzungen schafft. Die EiweiBkette kann bei 
teilweiser Erhaltung der Insulinwirkung erheblich verandert 
werden. 

Der Anteil der wirksamen Gruppe am Gesamtmolekiil des 
krystallinen Insulins betragt hdchstens 3°/,, wahrscheinlich er- 
heblich weniger. Es sind keinerlei Anzeichen dafiir gefunden worden, 
daB diese Gruppe eine wesentlich andere Konstitution als peptid- 
artig verkniipfte Aminosiuren oder deren nahe Abkémmlinge 
besitzt. Im Gebiet ihrer Absorption, das ungefaéhr mit dem der 
Phenylderivate, insbesondere des T'yrosins, zusammenfallt, zeizt 
sie eine aufiallende Lichtempfindlichkeit. Sie enthalt zwei sdurefeste 
Gruppen, die mit Alkali sehr leicht Ammoniak abspalten; eine, 
vielleicht auch die zweite, scheint eine Saiureamidgruppe zu sein, 
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die an einem asymmetrischen C-Atom haftet. Huierzu ist eine freie 
Carboxylgruppe und wahrscheinlich ein freies Hydroxyl nach- 
vewlesen. 

Kine (oder mehrere) durch Fermente leicht angreifbare Stelle 
(Peptidbindung?) gehort gleichfalls zur wirksamen Gruppe. 

Wie anfangs bemerkt wurde, haben wir den Ausdruck ,,pros- 
thetisthe Gruppe vermieden. Diese sonst so treffende Bezeichnung 
<chlieBt, so wie wir sie zu gebrauchen gewohnt sind, die Vor- 
stellung in sich ein, daB eine von den Aminosiiuren deutlich ver- 
schiedene Gruppe mehr oder weniger fest an die EiweiBkette an- 
vehéngt ist. Will man im Falle des Insulins an der Bezeichnung 
festhalten, so muB man sie ausdehnen auf Gruppen, die den Amino- 
siuren nahestehen und nicht nur an die Eiweibkette angehingt 
sondern méglicherweise, wie Aminoséuren, in diese eingebaut sind. 

Damit beriihren wir eine viel erérterte Frage. Wird durch 
die verschiedenen Angriffe die wirksame Gruppe innerhalb des 
LiweiBgefiiges zerstort ? Wir bejahen die Frage, auch fiir Fermente. 
Fiir diese muB die Antwort allerdings erliutert werden. Es kénnte 
der fermentative Abbau auch zu einer Ablésung der in diesem Falle 
peripher angehingten wirksamen Gruppe fiihren, die alsdann, 
auBerhalb des EiweiBgefiiges, aufhért physiologisch wirksam zu 
sein oder isoliert der Zersetzung anheimfallt. Wir glauben tat- 
sichlich, daB die wirksame Gruppe sich als sehr empfindlich, viel- 
leicht auch physiologisch inaktiv erweisen wiirde, wenn es gelinge, 
sie aus dem EKiweiBverband unversehrt herauszulésen. Aber aus 
den folgenden Griinden moéchten wir sie in die Kiweibkette 
hineinverlegen. Diese EiweiBkette ist, wie oben ausgefiihrt, 
innerhalb gewisser Grenzen von Molekiil zu Molekiil verschieden. 
Diese Verschiedenheit hat sich bei zahlreichen Reaktionen in 
jer verschiedenen Reaktionsgeschwindigkeit der wirksamen Gruppe 
21 erkennen gegeben. Da wir fiir die wirksame Gruppe in 
allen Fallen dieselbe Konstitution annehmen mdéochten, sind ihr 
diese Unterschiede von der EiweiBkette aufgeprigt, und dies wird 
eher der Fall sein, wenn die polypeptidartig gedachte wirksame 
Gruppe auf zwei Seiten an HiweiBketten angeschlossen ist als nur 
von einer. Wenn die Fermentwirkung primiir auf ener Ammoniak- 
abspaltung beruht, ist sie den chemischen Reaktionen gleich- 
zusetzen. 


Alkaloide verleiten zu der Vorstellung, daB komplizierter 
Aufbau und spezifische Wirkung einander entsprechen. Das Insulin 
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scheint sich zu einem Beispiel des Gegenteils zu entwickeln. Wenn 
es je gelingt, eine Konstitutionsformel fiir die wirksame Gruppe 
zu finden, so wird sie méglicherweise fiir den Chemiker nichts Aui- 
failliges enthalten. Das Insulin reiht sich in dieser Hinsicht den 
hochspezifischen Kohlehydraten der Bakterien oder jenen an- 
scheinend den Peptiden nahestehenden Inhaltsstoffen der Leber 
an, deren Fehlen pernicidse Animie verursacht. Man wird sich 
noch mehr mit der Vorstellung vertraut machen miissen, daf 
Stoffe von unauffalliger Konstitution auffallige Wirkung ausiiben 
kOonnen. 

Es ist denkbar, daB eines Tages einer verfeinerten analytischen 
Methodik die Synthese zu Hilfe kommt und ein immer scharferes 
Konstitutionsbild der wirksamen Gruppe zu zeichnen erlaubt. 
Dagegen wird es nie méglich werden, eine Konstitutionsformel des 
Insulins aufzustellen. Was fiir die wirksame Gruppe denkbar ist, 
wird fiir die KiweiBkette unméglich sein, schon deshalb, weil diese 
héchstwahrscheinlich von Molekiil zu Molekiil verschieden ist. 


Zur Fortsetzung der Arbeit ermuntern uns die geschilderten, 


miihsam errungenen Ergebnisse am Insulin nicht allein. Da: 
Sekretin und das Hormon der Nebenschilddriise scheinen Eiweil- 
charakter zu besitzen. Pepsin und Urease sind Fermente aus der 
cleichen Klasse. Sie werden vielleicht alle die Methodik erfordern. 
die am Insulin in der Entwicklung begriffen ist. Auch um der Metho- 
dik willen lohnt sich die Aufgabe. Steht doch dahinter ein weitere: 
Ziel: Insulin ist schon heute einer der am besten untersuchten 


EKiweiBkorper. Fortschritte in der Erkenntnis des _ blutzucker- 


senkenden Hormons sind zugleich Fortschritte der EiweiBchemie. 






Wir wiederholen hier unseren aufrichtigen Dank an Fraulein 
kK. Hampel, E. Reeps und E. Bie, die mit unermiidlicher Aus- 
dauer und nie versagender Zuverliassigkeit die zahllosen Tier- 
versuche ausgefiihrt haben. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und det 
I. G. Farbenindustrie, Werk Hochst, schulden wir unseren ebr- 
erbietigen Dank fiir die Gewahrung der Mittel, die unsere Arbeite: 
méglich gemacht haben. 
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Untersuchungen in der Saponinreihe. 


VII. Mitteilung’): Zur Kenntnis der Sia- und Sumaresinolsdure. 
Von 
Alfred Winterstein und Robert Egli. 


Aus dem Laboratorium fiir allgemeine und analytische Chemie der Eidgendssischen Technischen 
Hochschule Zurich und dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fir Chemie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. September 1931.) 


Die in der Siambenzoe enthaltene Siaresinolsiure wurde 


| erstmals von F. Reinitzer?) sowie von A. Zinke und H. Lieb*) 


ungehender untersucht. Die beiden letztgenannten Autoren 
tellten fiir Siaresinolsiure die Formel C,,H,,0, auf, wahrend 
W. Hofmann‘) etwa zu gleicher Zeit zur Formel C3,H;,O, ge- 
langte. Fir die in der Sumatrabenzoe enthaltene Sumaresinol- 
‘jure nahmen A. Zinke und H. Lieb®) ebenfalls die Formel 
Uso HygO, an, sie stellt somit ein Isomeres der Siaresinolsiure dar. 
Iie beiden Séuren unterscheiden sich vor allem in ihrer Léslichkeit : 
sumaresinolsdiure ist in allen Lésungsmitteln wesentlich leichter 
loslich als Siaresinolséure, ein Umstand, der die Reindarstellung 
‘er Sumaresinolsiure schwieriger gestaltet als diejenige der Sia- 
resinolséure. Die beiden Harzséiuren waren von Zinke und Lieb 
ais Monocarbonsauren erkannt worden, wber die Funktion zweier 
sauerstoffatome herrschte also Klarheit, wahrend die anderen 
zwel O-Atome in ihrer Funktion nicht erkannt worden waren. 
Auf Grund der fiir die beiden Sduren angenommenen Brutto- 


Jormeln CgpH4g0, oder C3,H;,0, lag die Vermutung nahe, daB sie 


uit dem aus Sapindussaponin und Efeusaponin erhaltlichen 
Hederagenin C,,H;,0, verwandt sein kénnten. 


1) VI. Mitteilung. Diese Z. 199, 75 (1931). 
) Arch. Pharm. 252, 342 (1914); 264, 131 (1926). 

3) Mh. Chem. 39, 95, 627 (1918); 42, 447 (1921). 
) Dissertation. Eidgen. Techn. Hochschule, Ziirich 1920. 
) Mh. Chem. 39, 219 (1918); 40, 277 (1919). 
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In der vorliegenden Untersuchung zeigen wir, daB Sia- und 
Sumaresinolsaure isomer mit Hederagenin sind und daB die beiden 
Harzsiiuren wesentliche chemische und physiologische Eigenschaftey 
mit Hederagenin und damit auch mit anderen Sapogeninen teilen, 

Die Formel des Hederagenins (,,H-,O, kann aufgelést werden 

(OH), 

n CsoHlar | COOH 
resinolsiure als Dioxymonocarbonsiuren. Bei der Bestimmung der 
aktiven Wasserstoffatome nach Zerewitinoff fanden wir in Sia- 
und Sumaresinolsiiure deren drei, in den entsprechenden Estern 
deren zwei. Es ist uns ebensowenig wie Zinke und Lieb gelungen, 
durch Kochen der Saéuren mit Essigsiureanhydrid zu den ent- 
sprechenden Diacetylderivaten zu gelangen. Die Acetylierung der 
Elemolsiiure, welche sich ebenfalls nicht durch Kochen mit Essig- 
siiureanhydrid acetylieren laBt, gelang H. Lieb und M. Mladeno- 
vic!) durch langeres Stehenlassen der Saéure in Pyridin—Kssig. 
siiureanhydrid. Ein mit Siaresinolsiure in analoger Weise durcli- 
gefiihrter Versuch lieferte eine bei 150° schmelzende Verbindung, 
die nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus verdiinntem Methanol 
in Siaresinolsiure tiberging. Ein aus Eisessig umkrystallisiertes 
Produkt lieferte Analysenwerte, welche auf ein Monoacetylderivat 
passen, nach Zerewitinoff konnten zwei aktive H-Atome nacli- 
gewilesen werden. 

Die EKlementaranalysen der Siaresinolsiure ergaben Kohlen- 
stoffwerte, die um etwa 0,3°/, hoher liegen, als die von Zinke und 
Lieb gefundenen. Der Mittelwert von 6 Analysen 4 scharf auf 
die Formel C3,H;,0, (Ber. 76,48°/, C Gef. 76,47°/, C). Zwei der 
Analysen liegen auBerhalb der Fehlergrenze fiir die Formel C5 )H,.0;. 

Die Klementaranalysen der Sumaresinolsiure und __ ihres 
Esters lieferten Kohlenstoffwerte, die um 0,2°/, auBerhalb der 
Fehlergrenze der fiir die Formel C3).H,,0, berechneten Werte, aber 
noch innerhalb der Fehlergrenze fiir C aH, 90, liegen. Bei der 
Titration der Sumaresinolsiure fanden wir im Mittel von zwei Be- 
stimmungen ein Aquivalentgewicht von 486, wiihrend die Forme! 
C3,H; 90, ein solches von 486,4, die Formel C3,H,gO, ein solches von 
472,4 vollandt. 

Es ist mit groBer Wahrscheinlichkeit anzunehmen. 
daB Sia- und Sumaresinolsiure Isomere des Hedera- 
genins sind. 


ebenso wie dieses erwiesen sich Sia- und Suma- 


1) Mh. Chem. 58, 59 (1931). 
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a 


nd Wie in den friiheren Mitteilungen!) dargelegt wurde, ent- 
en  stehen aus sauren Sapogeninen unter der Einwirkung von 1 Mol 
en — Brom neutral reagierende Bromlactone. Die Ubertragung dieser 
nN, Reaktion auf Sia- und Sumaresinolsidure erbrachte einen weiteren 
en (@ Anhaltspunkt fiir die nahen verwandtschaftlichen Beziehungen 


dieser Harzsiuren zu den Sapogeninen. Wir fanden, daB sowohl 
sia- als auch Sumaresinolsiure unter der Einwirkung von 1 Mol 


ley | Brom glatt in die entsprechenden Bromlactone iibergehen. 

ia- In der III. Mitteilung machten wir darauf aufmerksam, daB 
mm die Bromlactonbildung in wasserfreien Lésungsmitteln sehr langsam 
on. verlauft und daB die Reaktion méglicherweise folgendermaBen zu 
rt. formulieren ist: 

ler 1 Mol Hederagenin + HOBr = 1 Mol Bromlacton + H,0. 

Ig 


Es wirde sich danach um eine Reaktion des sauren Sapogenins 
mit unterbromiger Séure und nicht um eine primaire Addition von 





. Brom an die Doppelbindung mit nachfolgender HBr-Abspaltung 

““ & handeln. In der Tat zeigte es sich, daB sich die Bromlactone dieser 

: Harzsiuren sowie des Hederagenins auch bilden, wenn man zu 

™ alkoholischen Lésungen dieser Verbindungen Hypobromitlésung 

* & zusetzt. 

" Die Bromlactone von Sia- und Sumaresinolsiure geben im 

“ fF Gegensatz zu den Sauren selbst keine Gelbfarbung mit Tetranitro- 
methan, scheinen also gesiéttigt zu sein. Die Reaktionsgleichung 

"* & ist dieselbe wie beim Hederagenin: 

nd , | \/ 

uf | V >C—C—C 

; C=C—C—COOH | 4 -+ H,O 

el CHa ~. +. HOBr = C,,Hy, | Br / 

a OH ™ O ———({} — (0 

“sg in —OH 

es \—OH 

” Sia- und Sumaresinolséure sind ebenso wie He- 

‘' @ deragenin als pentacyclische /,y- oder y,d-ungesattigte 

 @ Dioxymonocarbonsdéuren anzusprechen. 

e Die beiden Harzsiiuren erweisen sich als starke Fischgifte, sie 

el stimmen also auch beziiglich der physiologischen Wirksamkeit mit 

 @ Hederagenin wberein. 


Wahrend man aus Hederagenin unter der Eimwirkung von 
i, Ameisensiure oder Bromwasserstoff—Eisessig in guter Ausbeute 
Ae ein Lacton erhalt, verliuft diese Reaktion bei Sia- und Suma- 
resinolsiure unter starker Verharzung. Die Reaktionsprodukte 
1) Diese Z. 199, 46, 56 (1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCII. 14 


910 Alfred Winterstein und Robert Egli, 


besitzen zwar keinen Séurecharakter mehr, doch gelang es bis jetzt 
nicht, mit Sicherheit ein Lacton nachzuweisen. 

Aus Siaresinolsiure wurde beim Kochen mit Ameisensidure 
ein Kohlenwasserstoff erhalten, dessen Elementaranalyse auf die 
Zusammensetzung Cz,H,, hindeutet. Mit Tetranitromethan gibt 
der Kohlenwasserstoff eine starke Braunfairbung, dirfte also stark 
ungesittigt sein. Nach lingerer Einwirkung von Bromwasserstoff- 
Eisessig auf Siaresinolsiure wurde eine kleine Menge eines Neutral. 
kérpers gewonnen, der sich, ebenso wie Hederagenin durch hohen 
Schmelzpunkt (353°) auszeichnet. Aus Sumaresinolsdéure wurde 
unter Einwirkung von Bromwasserstoff—Eisessig eine neutrale 
Verbindung erhalten, die sich beim Trocknen bei 140° zersetzte 
(CO,- oder H,O-Abspaltung). 

Ebenso wie Hederagenin- und Oleanolsiure-methylester sini 
auch Sia- und Suma-resinolsiuremethylester sehr schwer verseifbar. 


Experimenteller Teil. 


Siaresinolsaure. 

Zur Darstellung der Siaresinolsiure wurde 1 kg Siambenzoe 
(GroBmann & Co., Hamburg) in 1,5 Liter Methanol gelést, von 
holzigen Bestandteilen abfiltriert und in diinnem Strahl unter 
gutem Riihren in etwa 7 Liter 8°/,ige Natronlauge gegossen. Nach 
einigen Sekunden war die ganze Masse zu einem Brei erstarrt. Es 
wurde in der Kalte einige Zeit geriihrt, wobei der groéBte Teil des 
Niederschlages wieder in Lésung ging. Die dunkelbraun gefarbte 
Lésung war von 2—3 mm langen feinen Nadeln von siaresinol- 
saurem Natrium durchsetzt, welches auf einer groBen Nutsche ab- 
gesaugt und mit Natronlauge gewaschen wurde. Zur Reinigung 
des Natriumsalzes wurde aus verdiinntem alkalischem Aceton 
umkrystallisiert. Zur Gewinnung der Siaresinolsiure wurde das 
Natriumsalz mit wenig Eisessig angeriihrt. Die Siaresinolséure 
lést sich gut in einem Gemisch von Alkohol und Chloroform und 
krystallisiert nach Verdampfen des Chloroforms aus dem Alkohol 


in kleinen derben Prismen aus. 
Zur Analyse wurde im Vakuum bei 140° zur Gewichtskonstanz 


getrocknet. 
3,995 mg Substanz gaben 11,195 mg CO, und 3,59 mg H,O. 
3,703 mg “ » 10,41 mg CO, ,, 3,37 mg H,O. 
3,758 mg - » 10,52 mg CO, ,, 3,40 mg H,0. 
3,883 mg 7 » 10,94 mg CO, , 3,53 mg H,O. 


3,824 mg _ »  10,715mg CO, ,, 3,48 mg H,O. 


3,570 mg - » 10,02 mg CO, ,, 3,29mg H,O. 
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CsoHgg0, Ber. C 76,21°/, H 10,24°/, 
Cs;H500, Ber. ,, 76,48 » 10,36 
Gef. ,, 76,44 76,67 76,31 76,56 76,41 76,40°/, 
H 10,05 10,18 10,33 10,18 10,19 10,31°/, 


Bestimmung der aktiven H-Atome nach Zerewitinoff: 
9,8 mg Substanz gaben 1,42 ccm Methan (0°, 760 mm). 


13 mg - » 1,83 ccm 9” (0°, 760 mm). 
03,H;,0, Ber. fiir 3 aktive H-Atome 0,621°/, 
Gef. %» » 0,652 0,613°/, 


Die spezifische Drehung wurde in Chloroform—Alkohol (2:1) bestimmt 
o=+0,96 c=0,974 I1=1 [a]24=+ 98,5°. 


Einwirkung von Essigsaéureanhydrid auf Siaresinolsaure. 


Beim Kochen von Siaresinolséiure mit Essigsiureanhydrid in 
Gegenwart von Natriumacetat wird die Saéure nicht acetyliert. 
Eine partielle Acetylierung gelingt anscheinend nach der von Lieb 


an der Elemolséure mit Erfolg angewandten Methode. 


1 g Siaresinolsiure wurde in 5 ccm Pyridin gelést und mit 5 ccm Essig- 
siureanhydrid versetzt. Nach 36stiindigem Stehen wurde in Eiswasser ge- 
gossen und die krystalline Fallung aus 90°/, Methanol umkrystallisiert. Nach 
einmaligem Umkrystallisieren schmolz das Produkt bei 150—160°, nach drei- 
maligem Umkrystallisieren war der Schmelzpunkt auf 240° gestiegen, eine 
weitere Krystallisation aus Alkohol—Chloroform lieferte reine Siaresinolsdure. 
Zur Analyse wurde ein 2mal aus Eisessig umkrystallisiertes Produkt verwendet, 
welches bei 175—180° (korr. Berl) schmolz. Elementaranalyse und Be- 
stimmung der aktiven H-Atome nach Zerewitinoff deuten auf ein Mono- 
acetylderivat. 


4,004 mg Substanz gaben 10,96 mg CO, und 3,39 mg H,O. 


C,3H;,0; Ber. C 74,95°/,  H 9,92°/, 
Gef. ,, 74,66 » 9,48 


Bestimmung der aktiven H-Atome nach Zerewitinoff: 


15,8 mg Substanz gaben 1,23 ccm Methan (0°, 760 mm). 


12,34 mg 99 99 0,96 ccm 99 (0°, 760 mm). 
C,,3H;.0O, Ber. fiir 2 aktive H-Atome 0,381°/, 
Get. vs » 0,351 0,356%/, 


Siaresinolsauremethylester. 


1 g Siaresinolsiure wird mit 30 ccm Ather versetzt und in die Suspension 
in bekannter Weise Diazomethan eingeleitet. Die Siaresinolsiure geht im Ver- 
lauf der Reaktion in Lésung, wahrend sich der Ester gleichzeitig in groBen 
Krystallen an den GefaBwandungen absetzt. Wenn keine Gasentwicklung mehr 
zu beobachten ist, wird mit 15 cem Methanol versetzt, wobei der Ester in 
Lisung geht. Das iiberschiissige Diazomethan wird vollstandig, der Ather 
weitgehend verjagt. Man filtriert die noch warme Lésung, nach einigem 
14* 
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Stehen krystallisiert der Ester in groBen, stark glinzenden, quadratischen 
Platten aus. Der Ester ist in Ather und Methanol schwer léslich, im Gemisch 
der beiden Lésungsmittel leicht léslich. Nach 2maligem Umkrystallisieren 
aus Methanol-Ather und Trocknen bei 120° im Vakuum schmilzt der Siaresinol. 

_ siuremethylester bei 180—181° (korr. Berl). Der krystallalkoholhaltige 
Ester schmilzt bei etwa 130°. 


3,848 mg Substanz gaben 10,80 mg CO, und 3,595 mg H,0O. 


4,036 mg - »  11,34mg CO, ,, 3,80 mg H,0. 
C3,H590, Ber. C 76,48°/, H 10,36°/, 
C3.H;.0, Ber. ,, 76,74 », 10,47 


Gef. ,, 76,54 76,62°/,  ,, 10,47 10,53°/, 
Bestimmung der aktiven H-Atome nach Zerewitinoff: 
18,975 mg Substanz gaben 1,92 com Methan (0°, 760 mm). 


20,31 mg m » 2,03ccm  ,, (0°, 760 mm), 
C,.H;.0, Ber. fiir 2 aktive H-Atome 0,4028°/, 
Gef. i ” 0,4552 0,4499°/, 


Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 
a=+0,37 c=0,765 %1=1 [«)}}t=-+ 48,4° 


Bromlacton der Siaresinolsaure. 


2 g Siaresinolsiure wurden in der eben erforderlichen Menge eines Ce. 
misches von Methanol-Tetrachlorkohlenstoff (2:1) gelést und mit einer Lésung 
von 0,662 g Brom (entsprechend 1 Mol) in 15 cem Tetrachlorkohlenstoff 
versetzt. Die Bromlésung wurde bis auf den letzten halben Kubikzentimeter 
momentan entfirbt. Nach Versetzen mit 50 ccm Ather wurde mit Wasser 
gewaschen und bei tiefer Temperatur im Vakuum zur Trockene gebracht. 
Der Riickstand wurde mehrmals aus Methanol umkrystallisiert, das in Nadel- 
chen krystallisierende Bromlacton schmilzt bei 178—180° (korr. Berl) unter 
Zersetzung. 

Das Bromlacton bildet sich auch, wenn man zu einer alkoholischen 
Lésung von Siaresinolsiure Hypobromitlésung (gewonnen durch Zusatz von 
Brom zu verdiinnter Sodalésung) zufiigt. 

Zur Analyse wurde bei 120° im Vakuum zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


2,891 mg Substanz gaben 6,95 mg CO, und 2,22 mg H,0O. 


8,968 mg ss » 93,067 mg AgBr. 
Gef. ,, 65,56 , 8,59 14,55 


Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt: 
a=+06 c=0,634 %=1 [a]! =+ 151,8°. 


Dehalogenierung des Bromlactons mit Zinkstaub. 


0,5 ¢ Bromlacton wurden in 8 ccm Aceton gelést und mit etwas Zink- 
staub 3 Stunden gekocht. Nach Abfiltrieren des Zinks wurde mit Wasser 
verdiinnt und abgenutscht. Es resultierten 0,42 g Siaresinolsiure. Im Filtrat 
wurde das abgespaltene Brom durch Titration mit Silbernitrat bestimmt. 
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Untersuchungen in der Saponinreihe. 


0,5 g Substanz verbrauchten 8,95 ccm n/10-AgNO,. 


C,,H,,0,Br Ber. Br 14,14°/, 
Gef. ,, 14,33 


Aufspaltung des Bromlactons mit Natronlauge. 


0,3 g Bromlacton wurden mehrere Stunden mit 5 ccm 10°/,iger alkoho- 
lischer Kalilauge gekocht und dann in Salzséiure gegossen. Der Nieder- 
schlag wurde in Ather aufgenommen, durch Ausschiitteln mit Natronlauge 
konnte eine Siure gewonnen werden, die bromfrei war und sich von Siaresinol- 
siure durch gréBere Léslichkeit in Natronlauge auszeichnete. Uber die weitere 
Untersuchung der Saéure berichten wir in anderem Zusammenhang. 


Einwirkung von Ameisensaure auf Siaresinolsdure. 


2g Siaresinolsiure wurden mehrere Stunden mit 30 ccm 
100°/jiger Ameisenséure gekocht. Die dunkelgefirbte Losung 
wurde in Wasser gegossen und der Niederschlag in Ather auf- 
cenommen. Durch Ausschiitteln mit Bariumhydroxydlésung wurde 
die noch unverdnderte Saure entfernt. Nach dem Verdampfen des 
Athers hinterblieb eine hellbraune, harzige Masse, welche nicht 
direkt zur Krystallisation gebracht werden konnte. Sie wurde 
mehrmals mit 90°/, Methanol ausgekocht, wobei der gréSte Teil 
des Harzes ungeloést zuriickblieb. Aus der Methanollésung schieden 
sich nach lingerem Stehen neben 6ligen Tropfen eine kleine Menge 
Krystalle in kugeligen Aggregaten ab, die durch Auslesen gewonnen 
wurden. Sie wurden in Ather geldést, die atherische Lésung mit 
absolutem Alkohol versetzt, nach Verjagen des Athers krystallisierte 
die Verbindung in langen Nadeln aus, die bei 186—188° (korr. Ber]) 
schmolzen. Mit Tetranitromethan entstand eine dunkelbraune 
Firbung. 

Zur Analyse wurde im Vakuum bei 130° getrocknet. 

3,924 mg Substanz gaben 12,845 mg CO, und 3,75 mg H,0O. 


Cs,Hy Ber. C 89,11°/,  H 10,89°/, 
Gef. ,, 89,30 , 10,70 


Einwirkung von Bromwasserstoff—Eisessig auf Siaresinolsaure. 


3 g Siaresinolsiure—Essigsaiureverbindung wurden mit 50 ccm 33°/,igem 
sromwasserstoff—Eisessig versetzt und 3 Stunden geschiittelt, wobei eine 
dickfliissige rotbraune Lésung entstand. Nach 2tagigem Stehen wurde in 
100 cem Wasser gegossen, der Niederschlag in Ather aufgenommen und mit 
Natronlauge durchgeschiittelt. Die von Saure befreite Lésung lieferte nach dem 
Verdampfen des Athers einen harzigen Riickstand, der in wenig Benzol gelést 
wurde. Nach 4tagigem Stehen hatte sich eine kleine Menge Krystalle ab- 
seschieden, die nach dem Umkrystallisieren aus Benzol bei 353° (korr. Ber!) 
schmolzen. Méglicherweise stellte dieses Produkt das Lacton der Siaresinol- 
saure dar. 
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In einem 2. Ansatz wurde die Bromwasserstoff—Eisessiglésung nach zwei. 
tagigem Stehen noch 5 Stunden auf dem Sandbad erhitzt. Dabei wurde die 
Siaresinolsiure fast quantitativ in ein neutrales Produkt verwandelt. Aus der 
harzigen Masse konnte durch Behandeln mit Ather—Petrolather eine kleine 
Menge einer in feinen Nadeln krystallisierenden Substanz gewonnen werden, 
die bei 208—210° (korr. Berl) schmolz. 


Sumaresinolsaure. 


1 kg Sumatrabenzoe, die sehr stark von holzigen Bestandteilen 
durchsetzt war, wurde mit 1,5 Liter Methanol ausgekocht und die 
filtrierte Losung in diinnem Strahl unter gutem Riihren in 5 Liter 
siedende Bariumhydroxydlésung (etwa 50g Ba(OH), pro Liter) 
einflieBen gelassen. Man erhitzte so lange auf dem Wasserbad, bis 
die anfiinglich plastische Masse feinkérnig geworden war und filtrierte 
die heiBe Lésung ab, wobei eine groBe Menge zimtsaures Barium 
in das Filtrat iiberging. Zur Entfernung weiterer Mengen Zimt- 
siure wurde der Riickstand nochmals mit kaltgesattigter Barium- 
hydroxydlésung und schlieBlich mehrmals mit Wasser ausgekocht. 
Nach dem Abnutschen wurde der Riickstand mit etwa 400 cem Kis- 
essig angeriihrt und mit 2 Liter Ather versetzt. Man entfernte den 
groBten Teil des Eisessigs durch Waschen mit Wasser, wobei eine 
groBe Menge Harz ausfiel. Zur atherischen Losung wurde so viel 
Ather gegeben, daB kein bedeutender Niederschlag mehr entstand. 
Die atherische Lésung wurde griindlich mit Wasser gewaschen, 
wobei sich in der Zwischenschicht noch betrachtliche Mengen Harz 
abschieden. Durch Ausschiitteln der aitherischen Lésung mit 8°), 
Natronlauge erhielt man eine braune Lésung, aus welcher sich nach 
einiger Zeit das sumaresinolsaure Natrium ausschied. Die in der 
Literatur angegebenen Ausbeuten konnten nicht erhalten werden. 
Das Natriumsalz wurde zur Reinigung aus Sodalésung unter Zusatz 
von Ather umkrystallisiert. Zur Gewinnung der Siure wurde das 
Natriumsalz in verdiinntem Methanol geldst, mit Eisessig an- 
gesiiuert, zum Sieden erhitzt und mit Wasser bis zur beginnenden 
Triibung versetzt. Beim Erkalten schied sich die Sumaresinolsiure 
in feinen Nadeln aus. Nach dreimaligem Umkrystallisieren schmolz 
die Saure bei 295° (korr. Berl). 

Zur Analyse wurde im Vakuum bei 140° zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

4,097 mg Substanz gaben 11,52 mg CO, und 3,70 mg H,0. 

3,966 mg - » 11,15 mg CO, ,, 3,61 mg H,O. 

3,923 mg » 11,035 mg CO, ,, 3,64 mg H,0O. 

C3)H,,0, Ber. C 76,21°/, H 10,24°/, 


Cs,H;.0, Ber. ,, 76,48 ,, 10,36 
Gef. ,, 76,88 76,66 76,72°/, ,, 10,11 10,19 10,38°/, 
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Bestimmung der aktiven H-Atome nach Zerewitinoff: 
20,89 mg Substanz gaben 3,77 ccm Methan (0°, 760 mm). 


17,655 mg - » 2,24 ecm = (0°, 760 mm). 
C3,H;,0, Ber. fiir 3 aktive H-Atome 0,621°/, 
Gef. . a 0,585 0,571°/, 


Titration in 75°/jigem Alkohol mit NaOH und Phenolphthalein als 
Indicator. 

8,760 mg Substanz verbrauchten 1,81 ccm n/100-NaOH. 
9,717 mg “is 2,01 cem n/100-NaOH. 

C39H,,0, Aquiv.-Gew. Ber. 472,4 

C3,H;,0, Aquiv.-Gew. Ber. 486,4 

Aquiv.-Gew. Gef. 484 488 

Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt. 


a@=+1,01 c=0,989 %=1 [ajZ4 =+ 102,2°. 


Sumaresinolsauremethylester. 


1 g Sumaresinolsiure wurde in 30 ccm Ather gelést und in bekannter 
Weise mit Diazomethan verestert. Im Gegensatz zur Siaresinolsiure bleibt 
der Sumaresinolsiureester in Lésung. Nach Verjagen des_ iiberschiissigen 
Diazomethans wurde filtriert und die konzentrierte atherische Lésung bis 
zur beginnenden Triibung mit Petrolaither versetzt. Nach einigem Stehen 
krystallisierte der Ester in feinen Nadeln aus. Nach 2maligem Umkrystalli- 
sieren aus Ather—Petrolaither schmolz er bei 220—221° (korr. Ber). 


Zur Analyse wurde bei 120° im Vakuum getrocknet. 
3,944 mg Substanz gaben 11,15 mg CO, und 3,64 mg H,0O. 


3,930 mg - » 11,055 mg CO, ,, 3,71 mg H,0. 
4,001 mg ie » 11,28 mg CO, ,, 3,70mg H,0. 
C3,H;50, Ber. C 76,48°/, H 10,36°/, 
Cs.H;.0, Ber. ,, 76,74 », 10,47 


Gef. ,, 77,10 76,76 76,83°/, », 10,33 10,56 10,35°/, 


Bestimmung der aktiven H-Atome nach Zerewitinoff: 


C;.H;.0, Ber. 2 aktive H-Atome 0,043°/, 
Gef. os 0,443 


Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt. 
a=+0,30 c=0,56 %l=1 [a)],* =+ 53,6°. 


Bromlacton der Sumaresinolsaure. 


3g Sumaresinolséure wurden in 10 ccm Methanol gelést und mit der 
fiir 1 Mol berechneten Menge einer Lésung von Brom in Tetrachlorkohlen- 
stoff versetzt. Ebenso wie bei der Siaresinolsiure wird das Brom sofort ent- 
farbt. Es wurde in gleicher Weise aufgearbeitet wie bei Siaresinolsdure. 
Nach 2maligem Umkrystallisieren aus 90°/, Methanol schmolz das Brom- 
lacton bei 252° (korr. Berl). Durch Kochen mit Zinkstaub in Aceton-Eis- 
essig 148t sich Sumaresinolsiure zuriickgewinnen. 
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Noch einfacher gestaltet sich die Darstellung des Bromlactons folgender. 
maBen: Man lést die Sumaresinolsiure in schwach alkalischem, verdiinntem 
Methanol und 1a8t unter Umschiitteln auf die Lésung Bromdampfe ein- 
wirken. Die Lésung wird durch tropfenweisen Zusatz von Alkali dauernd 
schwach alkalisch gehalten. Das Bromlacton scheidet sich nach kurzer Zeit 
in feinen Nadeln ab, die ohne weiteres Umkrystallisieren bei 252,5° schmelzen. 


Zur Analyse wurde im Vakuum bei 120° zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
3,617 mg Substanz gaben 8,73 mg CO, und 2,77 mg H,O. 
C3,HyO,Br Ber. C 65,79°/, H 8,74°/, 
Gef. ,, 65,84 » 8,51 
Die spezifische Drehung wurde in Chloroform bestimmt. 


a =+ 0,325 c=0,54 l=1 [oJ}z,* =+ 60,2°. 


Wirkung von Sia- und Sumaresinolsdure auf Fische. 


Ein 5 g schwerer Goldfisch wurde in 1/, Liter Wasser gebracht, 
welches 0,25 g siaresinolsaures Natrium geldst enthielt. Nach 
5 Minuten zeigte der Fisch Atembeschwerden und wurde nach 
10 Minuten apathisch. Nach 15 Minuten beginnende Schieflage, 
nach 30 Minuten trat der Tod ein. Wahrend des Versuches schied 
der Fisch durch Maul und Kiemen gréBere Mengen weiber Flocken 
aus. Der Korper war mit einer weifen Haut iiberzogen, die sich 
leicht ablésen lieB, wonach der Fisch nicht mehr glitschig anzufiihlen 
war. Die Symptome stimmen genau mit denjenigen von mit He- 
deragenin vergifteten Fischen iiberein. 

Ein 4g schwerer Goldfisch wurde in eine Lésung von 0,2 g 
sumaresinolsaurem Natrium in 400 ccm Wasser gebracht. Nach 
10 Minuten war der Fisch apathisch geworden und nahm bald 
Schieflage ein. Exitus nach 50 Minuten. Sumaresinolsaéure ist 
ungefihr gleich giftig wie Siaresinolsdure. 


Zusammenfassung. 


1. Sia- und Sumaresinolsiure besitzen die gleichen Brutto- 
formeln (C3,;H;90,) wie Hederagenin. 

2. Sie enthalten je eine Carboxyl- und zwei Hydroxylgruppen, 
die Funktion der Sauerstoffatome ist also dieselbe wie bei Hedera- 
genin. 

8. Unter der Einwirkung von 1 Mol Brom gehen die beiden 
Harzsiiuren ebenso wie Hederagenin in Monobromlactone iiber. 
Sia- und Sumaresinolsiure sind pentacyclische, einfach ungesattigte 
Dioxy-monocarbonsiuren. 

4. Sia- und Sumaresinolsiiure sind starke Fischgifte; auf 
Grund dieser Tatsache und der oben angefiihrten Analogien zu 
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| Hederagenin kénnen die beiden Harzsiuren zu den Sapogeninen 
_ geziihlt werden. 

Herrn Prof. R. Kuhn sprechen wir fiir die Férderung der 
| Arbeit unseren besten Dank aus. 








Untersuchungen in der Saponinreihe. 
VIII. Mitteilung'): Uber Ursolsiure. 
Von 
Alfred Winterstein und Gertrud Stein. 








(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir medizinische Forschung, 
Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 








Gelegentlich einer Untersuchung, welche A. W. van der Haar?) 
anstellte, um die Verwandtschaft von Sapogeninen mit Phyto- 
| stermen und phytosterinartigen Korpern zu beleuchten, wurde 
neben Oleanolsiéure auch die Ursolsiure*) als Vertreter der letzt- 
genannten K6rperklasse mit in die Untersuchung einbezogen. 
Nach der Auffassung A. W. van der Haars sind Oleanol- 
siure und Ursolséure isomer und zerfallen bei der Zinkstaub- 
destillation im Sinne folgender Gleichung: 


2.C,;Ho, + CO, + H,O. 













Die von Gintl4) fiir die Ursolsiure angenommene Formel 
C.9H,g0, wurde von vander Haar verworfen und durch die 
um CH, reichere Formel C3,H; 90, ersetzt. Dafiir waren nicht nur 
Elementaranalysen und der oben angefiihrte Reaktionsmechanismus 
wegleitend, sondern auch die von vander Haar vermuteten 
nahen Beziehungen zwischen Oleanolsiure und Ursolsiure einer- 

 seits und dem um ein Sauerstoffatom reicheren Hederagenin ander- 
selts. In neuester Zeit kommt C. E. Sando 5) auf Grund sehr 
umfangreichen Analysenmaterials zum SchluB, daB Ursolsaéure doch 
die urspriinglich von Gint] angenommene Formel C4,H,,03 besitzt. 











1) VII. Mitteilung. Diese Z. 202, 207 (1931). 

2) Ber. chem. Ges. 55, 1054 (1922). 

3) In Ubereinstimmung mit A. W. van der Haar und mit der ameri- 
kanischen Literatur wahlen wir an Stelle der alteren Bezeichnung Urson den 
Namen Ursolsaure. 

4) Mh. Chem. 14, 255 (1893). 

5) J. of biol. Chem. 90, 477 (1931). 
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Eine Entscheidung zwischen den beiden diskutierten Formeln Fehle 
erscheint uns deswegen als wichtig, weil unter Annahme der Forme! fir C 
C,,H;,0, eine nahe verwandtschaftliche Beziehung zwischen Ursol- Anal 
siure einerseits und Hederagenin, Sia- und Sumaresinolsiure moéch 
C3,H;,0, anderseits angenommen werden kénnte. Es wire denkbar, noch 
daB zwischen den genannten Verbindungen ahnliche Beziehungen die 1 
bestehen, wie zwischen Cholsiure C,,H,)O; und Desoxycholsaure Form 
Cy,H,)0, bzw. wie zwischen Desoxycholséiure und Lithocholsiure merk 
C,,H, .03; zum mindesten wire zu erwarten, da8B man durch Kohlen- word 
dioxyd- und Wasserabspaltung und nachfolgender Hydrierung aus hinge 
Ursolsiure und Hederagenin isomere Kohlenwasserstoffe der und 
Formel Cz9H,, erhalten wirde. Ferner wiirde die Entscheidung miisst 
zwischen C3,H;903 und C39H,,0, fiir die vom pflanzenchemischen Verbi 
Standpunkt aus wichtige Frage iiber die Bildung der Ursolsdure gang 
bzw. deren Beziehungen zu den Amyrinen C,,H;,0 von Bedeutung y 
sein. Unter Annahme der Forme! C3,H,g0, wiirde sich die Ursol- rwiedl 
siure als Oxydationsprodukt eines Triterpenalkohols C39H,,0H saure 
auffassen lassen, wihrend die Formel C3,H;90, den Schlu8 zulassen Brom 
wirde, daB die Triterpenalkohole durch Decarboxylierung aus 1 
den entsprechenden Carbonsiuren gebildet werden. DaB die on 
Amyrine, Oleanolsiure, Ursolsiure, Hederagenin u.a. unter- an . 
einander nahe verwandt sein miissen, geht aus den Untersuchungen en 
von L. Ruzicka und A. G. van Veen?) hervor, nach welchen alle heii 
diese Verbindungen bei der Dehydrierung mit Selen Trimethy|- Game 
naphthalin bilden. baal 

In der vorliegenden Arbeit versuchen wir, eine Entscheidung oe 
zwischen den beiden zur Diskussion gestellten Formeln herbei- — 
zufiihren und die schon von vander Haar vermuteten LBe- —_ 
ziehungen zwischen Ursolsiure und den Sapogeninen sicherzustellen. enti 

Die Elementaranalysen und Titrationen haben wir an Ursol- Meng 
siiure und deren Derivate, die wir nach den Angaben von C. E. Sando vin 
darstellten, durchgefiihrt, ferner gelangten Praiparate zur Analyse, — 
die uns Herr C.E. Sando?) zur Verfiigung gestellt hat. Hine cui 
Anzahl unserer Elementaranalysen®) lieferte Werte, welche ebenso- 
gut auf die Formel C3,H;,0, wie auf Cz,H,gO, passen, es wurden J 
jedoch auch Kohlenstoffwerte erhalten, welche auBerhalb der Hee 

1) Diese Z. 184, 69 (1929). sos te 

2) Wir danken auch an dieser Stelle Herrn C. E. Sando fiir die Uber- — 
lassung einer gr6Beren Menge Ursolsiure und deren Derivate. 

8) Die Analysen wurden von Herrn H. Roth in unserem Institut aus- (1924) 






gefiihrt. 
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Fehlergrenze fiir C5,H,,0,, aber noch innerhalb der Fehlergrenze 
fir Cs,H, 90, legen. Da C. EK. Sando ein auBergewohnlich groBes 
Analysenmaterial zugunsten der Formel Cj .H,,0, anfiihren kann, 
mochten wir uns auf Grund der bis jetzt vorliegenden Resultate 
noch nicht definitiv fiir die Formel C,,H;,0, entscheiden, trotzdem 
die Titration der Ursolsiure und Acetylursolsiure fiir letztere 
Formel sprechen. Zu den Analysen von C. HK. Sando ist zu be- 
merken, daZ sie durchwegs als Makroanalysen durchgefiihrt 
worden sind. A. W. van der Haar!) hat verschiedentlich darauf 
hingewiesen, da man bei der Makroverbrennung von Sapogeninen 
und verwandten Verbindungen besonders vorsichtig vorgehen 
miisse. Herr H. Roth machte bei den Mikroanalysen sterinihnlicher 
Verbindungen ebenfalls die Beobachtung, daB nur die Kinhaltung 
ganz bestimmter Bedingungen richtige Resultate gewahrleistet. 


Zur weiteren Feststellung verwandtschaftlicher Beziehungen 
zwischen Ursolsiure und den Sapogeninen versuchten wir die an 
sauren Sapogeninen gemachte Beobachtung?) der Bildung von 
Bromlactonen bzw. Lactonen heranzuziehen. 

Dabei zeigte es sich, daB Ursolsiiure mit Brom —im Gegensatz 
zu Hederagenin, Oleanolséure, Sia- und Sumaresinolsiure u. a. — 
nur sehr langsam reagiert. Es gelang, aus 1 g Ursolsiure unter 
Einwirkung von 1 Mol Brom nur einige Milligramm eines neutralen 
bromhaltigen Korpers zu fassen, der mit Tetranitromethan im 
Gegensatz zu Ursolsiure keine Gelbfarbung mehr gab. Vermutlich 
handelte es sich um das Bromlacton. Nach mehrtigigem Stehen 
von Acetylursolsiure in Bromwasserstoff—Hisessig wurde kein 
Neutralkérper erhalten, erst nach mehrstiindigem Erhitzen war die 
Ursolsiure etwa zur Halfte in ein neutraies Produkt verwandelt 
worden, welches stark verharzt war. Es konnte nur eine kleine 
Menge eines krystallisierten, bei 240° schmelzenden Neutralkérpers 
gewonnen werden. Durch Kochen mit Ameisenséiure konnte aus 
Ursolsiure im Gegensatz zu Hederagenin kein Formyllacton, 
sondern nur die normale Monoformylverbindung erhalten werden. 

Fischen gegeniiber verhaiten sich gesittigte wiBrige Losungen 
von ursolsaurem Natrium gleich wie solche von oleanolsaurem 
Natrium usw. Ursolséure ist danach ebenfalls in die Reihe der 
Sapogenine einzuordnen. In glykosidischer Bindung wurde sie 


1) Ber. chem. Ges. 55, 3064 (1922); Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 369 
(1924), 
*) Diese Z. 199, 46, 56 (1931). 








920 Alfred Winterstein und Gertrud Stein, 


bis jetzt in der Natur noch nicht aufgefunden, hingegen ist sie in 
freiem Zustand im Pflanzenreiche weit verbreitet (Malol, Prunol).") 


Experimenteller Teil. 

Zur Darstellung reiner Ursolsiiure und deren Derivate ver. 
wendeten wir ,,Urson‘’ von Schuchardt. Die Derivate wurden 
nach den Angaben von C. E. Sando dargestellt und bei 130° zur 
Gewichtskonstanz getrocknet. Fiir einen Teil der Analysen standen 
uns Originalpriparate von C. E. Sando zur Verfiigung. 


Ursolsaure. 
3,662 mg Substanz gaben 10,575 mg CO, und 3,465 mg H,0. 
4,156 mg - »  12,025mg CO, ,, 3,895 mg H,O. 
3,631 mg 7 » 10,51 mg CO, ,, 3,41 mg H,O. 
4,054 mg = » 11,775 mg CO, ,, 3,91 mg H,O. 
C39H,,0, Ber. C 78,88°/, H 10,60°/, 
C,,H;,0, Ber. ,, 79,08 » BOT 
Gef. ,, 78,80 78,92 78,94 79,22°/, 
H 10,59 10,50 10,51 10,80 
Titration in 85°/,iger alkoholischer Lésung mit NaOH und Phenol- 
phthalein als Indicator. 
352 mg Substanz verbrauchten 15,06 ccm n/20-NaOH. 
282 mg - ms 12,05 ecm n/20-NaOH. 
327 mg m ™ 14,15 ccm n/20-NaOH. 
11,162 mg - mm 2,35 ccm n/100-NaOH. 
CsoHysO3 Ber. Aquiv.-Gew. 458,4 
Cs,H;,03; Ber. Aquiv.-Gew. 470,4 
Gef. Aquiv.-Gew. 467,4 468,0 462,2 475,0 


Acetylursolsaure. 
3,852 mg Substanz gaben 10,94 mg CO, und 3,54 mg H,0O. 
3,659 mg “ » 10,37 mg CO, ,, 3,30 mg H,0. 
4,033 mg Pm »  11,42mg CO, ,, 3,65 mg H,O. 
3,880 mg m 10,95 mg CO, ,, 3,535 mg H,O. 
Cy.H590, ‘Ber. 5°/ H 10,11°/, 
C,,H;.0, Ber. », 10,23 
Gef. ,, 77,45 77,30 77,23 76,98°/, 
H 10,28 10,10 10,13 10,20 
Titration in 75°/,iger alkoholischer Lésung mit NaOH und Phenol- 
phthalein als Indicator. 
14,006 mg Substanz verbrauchten 2,76 ccm n/100-NaOH. 
13,488 mg » m 2,65 cem n/100-NaOH. 
C3.H;,0, Aquiv.-Gew. Ber. 498,4 
C,3H;.0, Aquiv.-Gew. Ber. 512,4 
Aquiv.-Gew. Gef. 508 509 


1) Vgl. die Zusammenstellung bei C. E. Sando, a. a. O. 
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Ursolsauremethylester. 
3,589 mg Substanz gaben 10,40 mg CO, und 3,42 mg H,0. 
3,451 mg a“ - 10,04 mg CO, ,, 3,21 mg H,O. 
C3,;H5903 Ber. C 79,08°/, H 10,71°/, 
C3.H;.05 Ber. ,, 79,34 » 10,41 


Gef. ,, 79,03 79,34°/, ,, 10,66 10,41°/,. 





Acetylursolsaure-methylester. 
3,605 mg Substanz gaben 10,225 mg CO, und 3,355 mg H,0O. 


3,723 mg a » 10,56 mg CO, ,, 3,445 mg H,O. 
3,990 mg - » 11,31 mg CO, ,, 3,655 mg H,0O. 
3,947 mg » 11,25 mg CO, ,, 3,61 mg H,0. 
C33H;.0, Ber. C 77,28°/, H 10,23°/, 
Cy4H;.0, Ber. ,, 77,50 »» 10,34 


Gef. ,, 77,35 77,36 77,30 77,74, 
H 10,42 10,60 10,25 10,23 


Formylursolsaure. 

Ursolsiure wird mit der 10fachen Menge 100°/,iger Ameisensiure eine 
Stunde zum Sieden erhitzt, beim Erkalten scheidet sich die Formylverbindung 
in feinen Nadeln aus, die nach Umkrystallisieren aus Alkohol bei 258° (korr. 
Berl) schmelzen. 

3,964 mg Substanz gaben 11,135 mg CO, und 3,62 mg H,0. 

C,,H,,0, Ber. C 76,79°/, H 9,99°/, 
C3.H;,0, Ber. ,, 77,04 » 10,11 
Gef. ,, 76,61 »» 10,23 





Einwirkung von Bromwasserstoff—Eisessig auf Acetylursolsaure. 

1 g Acetylursolsiure wurde in der eben erforderlichen Menge Eisessig in 
der Warme gelést, rasch abgekihlt und mit 30 ccm Bromwasserstoff—LKisessig 
versetzt. Es entstand sofort eine krystallinische Fallung, nach 3tagigem 
Stehen war die Lésung rot geworden, der Niederschlag hatte sich jedoch nicht 
gelést und erwies sich als unverainderte Acetylursolsiure. Hederagenin ging 
unter den gleichen Bedingungen in das Diacetyllacton iiber. In einem zweiten 
Versuch wurde nach 5tagigem Stehen auf dem Sandbad erhitzt bis der gréBte 
Teil des Bromwasserstoffs abdestilliert war, die Lésung nahm dabei eine 
schmutzigrote Farbung an. Etwa die Halfte der Ursolsiure hat sich unter 
diesen Bedingungen in einen Neutralkérper verwandelt, der stark verharzt 
war. Durch Behandeln mit Petrolither-Ather konnte eine kleine Menge 
einer Verbindung gewonnen werden, welche nach Umkrystallisieren aus 
Alkohol bei 240° (korr. Berl) schmoiz. 


Einwirkung von Brom auf Ursolsaure. 


1g Ursolsiure wurde in Chloroform—Methanol (1:1) gelést und im 
Verlauf von 12 Stunden mit 8,6 ccm einer Lésung von 0,342 ¢g Brom in Tetra- 
chlorkohlenstoff versetzt. Die Lésung entfairbte sich nur sehr langsam. Nach 
Zusatz von Ather wurde mit Natronlauge ausgeschiittelt, wobei eine groBe 
Menge Ursolsiure in Lésung ging. Im Ather verblieb eine kleine Menge einer 
neutralen, bromhaltigen Verbindung, welche nach Umkrystallisieren aus ver- 
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diinntem Methanol bei 210° unter Zersetzung schmolz. Mit Tetranitromethan ceha 

gab der Bromkorper keine Gelbfarbung. Vermutlich lag das Bromlacton vor, ian I 

Wirkung von Ursolsiure auf Fische. welel 

Kin 5 g schwerer Goldfisch wurde in 400 cem einer gesittigten m nli 

wiéBrigen Lésung von ursolsaurem Natrium gebracht. In der af “ 

ersten halben Stunde war nichts zu beobachten, wahrend ein im oe f 

Parallelversuch mit Sumaresinolsiure behandelter Fisch schon ime 

Schieflage eingenommen hatte. Nach 1 Stunde war der Fisch sia j 

apathisch geworden und stieS aus dem Maule weife Flocken aus, : ” 

Schieflage nach 90 Minuten. Exitus nach 2 Stunden. jes 

" — wuns 

| Chiro 
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IX. Mitteilung'): Uber Oleanolsiure. ] 

Von mit ¢ 

Alfred Winterstein und Gertrud Stein. Teal ¢ 

sucht 

aus d 

In der IV.?) und V.%) Mitteilung wurde gezeigt, daB das aus dasse 

Zuckerriiben erhaltliche Sapogenin in einer ganzen Anzahl Pflanzen thalir 

vorkommt und zwar sowohl in freiem Zustand als auch in glyko- vewis 

sidischer Bindung. In Ubereinstimmung mit A. W. van der Haar‘)  Y 

wihlten wir fiir dieses Sapogenin die Bezeichnung Oleanolsiure. sucht 

Im Gegensatz zu anderen Autoren), die fiir die Oleanolsaure die reihe* 
Formel Cz5H,gO3 annehmen, halten wir die um CH, reichere Formel 
C3,H;,0, fiir richtig.6) Die Oleanolsiure wiirde sich danach rein 
formelmaBig nur durch den Melrgehalt einer CO,-Gruppe von den 
Amyrinen Cs35,H;,0 unterscheiden. Auf ahnliche, zwischen Sapo- 

geninen und Sterinen bestehende Beziehungen haben wir in der on 

II.7) und VI.8) Mitteilung hingewiesen. Hederagenin, C3,H,90,, das : 

Sapogenin aus Efeu- und Sapindussaponin unterscheidet sich (1928). 

formelmaiBig vom Betulin C,)H;,O0, ebenfalls nur durch den Mehr- 3 

4 

1) VIII. Mitteilung. Diese Z. 202, 217 (1931). 64 (19 

2) Diese Z. 199, 56 (1931). 3) Diese Z. 199, 64 (1931). 5 

4) Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 43, 547 (1924). Nojd, 

5) Wedekind u. Schicke, Diese Z. 198, 181 (1931). . 

6) Anm. bei der Korrektur. Eine von V. Prelog, Prag, in Cellection 89 (19 

des travaux chimiques de Tchécoslovaquie IJ, 414 (1930) publizierte Arbeit 7 

iiber das Zuckerriibensapogenin ist uns erst nachtraglich bekannt geworden. u. Bri 






Der Autor halt sich ebenfalls an die Formel C,,H;,03. 
7) Diese Z. 199, 37 (1931). 8) Diese Z. 199, 75 (1931). 
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cehalt einer CO,-Gruppe und es gelingt durch Decarboxylierung 
des Hederagenins zu einem zweiwertigen Phytosterin zu gelangen, 
welches mit Betulin nahe verwandt ist. 

Auf den Umstand, da8 in der Natur eine groBe Anzahl sterin- 
ibnlicher Verbindungen vorkommt, die 80 oder 31 Kohlenstoff- 
atome enthalten, ist schon verschiedentlich hingewiesen worden. 
So fassen Vesterberg und Westerlind?) im Jahre 1921 die 
Amyrine als Triterpenalkohole auf und nehmen als wahrscheinlich 
an, daB auch Betulin, Brein, Stigmasterin, Urson und Lupeol in 
diese Klasse geh6ren. Die beiden Autoren nennen unter den Sub- 
stanzen, deren Untersuchung von diesem Gesichtspunkt aus als 
wiinschenswert erscheint vor allem Antisterin, Arnidiol, Cerin, 
Chironol, Euphorbon, Gentiol, Gurjuresinol, Lactucerol, Micro- 
meritol, Oleanol, Onocerin, Paltreubin und Phasol. 

Da8 Betulin, Urson (Ursolséiure) und Oleanol (Oleanolsiure) 
mit den Amyrinen verwandt sind, bzw. in einem wesentlichen 
Teil des Molekiils gleich gebaut sein miissen, geht aus den Unter- 
suchungen von Ruzicka und Mitarbeitern*) hervor, nach welchen 
aus diesen Verbindungen bei der Dehydrierung mit Selen ein und 
dasselbe Trimethylnaphthalin (Sapotalin == 1,2,7-Trimethylnaph- 
thalin) entsteht. In der VII. Mitteilung*) zeigten wir, daB auch 
gewisse Harzsiuren in diese Reihe zu zihlen sind. 

In der folgenden Tabelle geben wir die bis jetzt genauer unter- 
suchten natiirlich vorkommenden Verbindungen der ,,Triterpen- 
relhe* mit 80 oder 31 Kohlenstoffatomen wieder. 


aw-Amyrin . . . . CggH;.04) 

6-Amyrin . . . . Cg9H590*) 

Lupeol ..... Cy9H;90°) oder Cz,H; 90°) 

Stigmasterin . . C,)H;,0’) oder C,)H,,0") oder C,,H,,0 8) 
f-Euphorbol . . C,,H;,0°%) 





1) Liebigs Ann. 428, 243 (1921). 

*) L. Ruzicka u. A. G. van Veen, Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 48, 1018 
(1928); Diese Z. 184, 69 (1929). 

3) Diese Z. 202, 207 (1931). 

4) P. Horrmann, Arch. Pharmaz. u. Ber. Dtsch. Pharmazeut. Ges. 268, 
64 (1930); A. Dieterle, ebenda 269, 78 (1931). 

*) Jungfleisch u. Leroux, C. r. Acad. Sci. 144, 1435 (1907); H. D. 
Néjd, ebenda 265, 381 (1927). 

6) A. Dieterle, Arch. Pharmaz. u. Ber. Dtsch. Pharmazeut. Ges. 261, 
89 (1923). 

7) Windaus u. Hauth, Ber. chem. Ges. 39, 4379 (1906); Windaus 
u. Brunken, Diese Z. 140, 48 (1924). 
8) H. Sandquist u. J. Gorton, Ber. chem. Ges. 68, 1935 (1930). 
*) K. H. Bauer u. H. Schroder, Arch. Pharmaz. 269, 209 (1931). 
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Arnidiol . . . . CogH,.0,?) 

Betulin. . . . . Cg9H5,0.?) 
ss & a C,,H,,0,°) 

Ce os 6 ars C35H;,0.*) 

Faradiol . . . . CypH; 902°) 

Mudarin . . . . CyoHy,0.°) 

Dammaroresen Cap Hs 

Ursolsiure. . . . C3,H; 90,°) oder C3 9H,,0,°) 
Oleanolsiure . . C3,H;90,°) oder Cy9H4,03 2°) 
Elemolsaure . . . Cy9H,,0," 

y-Elemisaure . . C3 9H;,0;%*) 


Hederagenin. . . C3,H;.0,'%) 
Siaresinolsiure. . C3,H; 0,1‘) 
Sumaresinolsaure. C3,H;904?°) 
Boswellinsiure . C,,H;,0,'” *°) 
Chinovaséure . . C3 9H,,0;'”) 

Nachdem bei den angefiihrten Verbindungen eine nahe ver. 
wandtschaftliche Beziehung angenommen werden darf, fragt es 
sich, in welche Wege die Konstitutionserforschung dieser Ko6rper- 
klasse zu lenken ist. Nach unserer Auffassung wird vor allem 
der Versuch gemacht werden miissen, durch Wasserabspaltung 
bzw. Wasser- und Kohlendioxydabspaltung zu den entsprechenden 
Kohlenwasserstoffen zu gelangen, diese zu hydrieren und die 
Hydroderivate vergleichend zu untersuchen. Bei der groBen Zahl 
moéglicher Isomerer scheint es a priori wenig wahrscheinlich, dai 
man dabei direkt aus den genannten Triterpenderivaten zu iden- 
tischen Kohlenwasserstoffen gelangt, es ist aber nicht aus- 
geschlossen, daB man aus den JIsomeren durch Umlagerung 
identische Verbindungen erhalt. Wahrscheinlich ist es zweck- 
miBiger, den oxydativen Abbau in dieser Korperklasse nicht an 





1) Klobb, C. r. 140, 1700 (1905). 

2) O. Dischendorfer, Mh. Chem. 51, 43 (1929). 

3) A. Rollet, Mh. Chem. 53, 231 (1929). 

*) Thoms, Pharmazeut. Zentralhalle 39, 699 (1898). 

5) Klobb, Ann. Chim. (8) 22, 19 (1911). 

6) Hill u. Sirkar, Journ. Chem. Soc. London 107, 1437 (1915). 

*) Zinke u. Unterkreuter, Mh. Chem. 39, 675 (1918). 

8) C. E. Sando, J. of biol. Chem. 90, 477 (1931); A. Winterstein u 
G. Stein, Diese Z. 202, 217 (1931). 

®) A. Winterstein u. G. Stein, Diese Z. 199, 64 (1931). 

10) KE. Wedekind u. W. Schicke, Diese Z. 198, 181 (1931). 

11) H. Lieb u. M. Mladenovic, Mh. Chem. 58, 59 (1931); vgl. auch 
L. Ruzicka, J. R. Hosking u. A. Wick, Helv. Chim Acta 14, 811 (1931). 

12) M. Mladenovic u. H. Lieb, Mh. Chem. 58, 69 (1931). 

18) A. Winterstein u. J. Meyer, Diese Z. 199, 37 (1931). 

4) A. Winterstein u. R. Egli, Diese Z. 202, 207 (1931). 

1°) K. Beaucourt, Mh. Chem. 656, 185 (1931). 

16) Die Formel der Boswellinsaure ist u. E. noch nicht hinreichend gestii‘z'. 

17) Wieland u. Erlenbach, Liebigs Ann. 468, 83 (1927). 
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den mit Carboxyl und Hydroxyl belasteten Verbindungen, sondern 
an den daraus erhaltlichen Kohlenwasserstoffen, zu versuchen. 

In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir den Abbau der 
Qleanolséure in dem oben angedeuteten Sinne, der, gemiB folgender 
Gleichung, verwirklicht werden konnte: 


1 OH -C 1 — He ‘ » ‘ 
CoH asCOoH aah C39 HOH maf Cy Hyg = > CyoH 50 


Oleanolsiure Oleanol Oleanylen Oleanen 

Wir verwenden die friiher fiir Oleanolsiiure gebriiuchliche Be- 
zeichnung Oleanol fiir den durch Decarboxylierung aus Oleanolsiiure 
erhiltlichen Triterpenalkohol. In der amerikanischen Literatur*) 
haben sich die Bezeichnungen ,,oleanolic acid‘‘ und ,,ursolic acid“ an 
Stelle von Oleanol und Urson zweckmiaBigerweise durchgesetzt. 

Die fiir die vorliegende Untersuchung erforderliche Menge 
Oleanolsdure (80 g) stellten wir aus 4 kg Gewiirznelken dar, welche 
sich als bequemstes Ausgangsmaterial zur Gewinnung dieses 
Sapogenins erwiesen hat. 

Beim Erhitzen der Oleanolsiure auf 36¢0—400° erhalt man ein 
Gemisch von Oleanol und Oleanylen neben betrachtlichen Mengen 
nicht krystallisierbarer Harze. Die Zusammensetzung des beim 
Erhitzen entstehenden Neutralkérpergemisches schwankt je nach 
der Reaktionsdauer und der angewandten ‘Temperatur. Bei 
starkem und langerem Erhitzen bildet sich neben Harzen nur der 
Kohlenwasserstoff. Die Reaktion verléuft jedenfalls in dem Sinne, 
da zuerst Kohlendioxyd und erst sekundér Wasser abgespalten 
wird. Im besten Falle erhielten wir aus 10 g Oleanolsiure 2,2 ¢ 
ees krystallisierten Gemisches, aus welchem sich 850 mg Ole- 
anylen und 650 mg Oleanol isolieren lieBen. Die Trennung der 
beiden Komponenten lat sich unschwer durch fraktionierte 
Krystallisation aus Aceton bewerkstelligen. 

Oleanol schmilzt bei 215—220°, Lupeol besitzt annahernd 
denselben Schmelzpunkt, unterscheidet sich jedoch von Oleanol 
durch sein geringeres Drehungsvermégen. Der Mischschmelzpunkt 
(der beiden Substanzen ergibt eine Depression von 30°. Nach den 
Untersuchungen von N. H. Cohen?) und H. Dieterle*) besitzt 
Lupeol nicht die Formel Cz 9H; 90, wie sie friiher von Jung- 
fleisch und Leroux‘) angenommen wurde, sondern die Formel 
C;,H, 0. Es ist in diesem Falle besonders wichtig, itber den Mehr- 


1) ©. E. Sando, J. of. biol. Chem. 90, 477 (1931). 
2) Rec. Trav. Chim. Pays-Bas 28, 368 (1909). 
3) Arch. Pharm. 261, 89 (1923). 4) Compt. rend. 144, 1435 (1907). 
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oder Mindergehalt eines Kohlenstoffatoms zu entscheiden, da 
Lupeol nach der Formel Cy9H;90 und unter Annahme des Vor. 
handenseins einer Doppelbindung im Molekiil pentacyclisch, nac), 
der Formel Cz,H;,0 nur tetracyclisch wire. Ruzicka, Huyser, 
Pfeiffer und Seidel?) halten sich an die alte Formel Cg9H.,() 
und sprechen Lupeol vorliufig als pentacyelisch an. Die sichere 
Intscheidung zwischen den zwei diskutierten Formeln hoffen wir 
in anderem Zusammenhange erbringen zu kénnen. Die Hlementar- 
analysen Likiernikscher*®) Originalpriparate von Lupeol und 
Acetyllupeol’), die nach einmaligem Umkrystallisieren bei 215° 
bzw. 211° schmolzen, ergaben Werte, welche besser auf die Forme! 
CsoH-,0 passen. Es liegt nach unserer Auffassung vorlaufig kein 
Grund zur Annahme vor, das Lupeol, Oleanol und die Amyrine 
nicht isomer sind. 

Oleanylen unterscheidet sich sowohl im Schmelzpunkt als 
auch in der optischen Aktivitaét von den in der Literatur be- 
schriebenen Kohlenwasserstoffen der Zusammensetzung Cy9H,,: 


Kohlenwasserstoffe der Zusammensetzung C,,H,.. 


Schmelzpunkt [a]p 
a ae . . » 184—135° + 109,4° 
ea a a ae 175—178° + 112,2° 
es a a a ae 193—194° — 104,9° 
ey, 175° + 6§64,1° 
Kohlenwasserstoff aus Boswellinsiure’) 126° -+ 225,2° 
Dammaroresen®) .......... 195° a 
SE a ee a ee 185—186° + 96,5° 


Weder Oleanol, noch Oleanylen ist identisch mit den 
in der Literatur beschriebenen Verbindungen der Zu- 
sammensetzung Cg 9H590 baw. CapHyg. 

Bei der Untersuchung des Hederagenins haben wir gefunden, 
daB8 die darin enthaltene Doppelbindung durch katalytische 
Hydrierung nicht und durch Titration mit Benzopersaéure nur sehr 
unsicher zu erfassen ist.) Nach Decarboxylierung des Hedera- 
genins erwies sich die Doppelbindung in dem dabei entstehenden 
Liebigs Ann. 471, 21 (1929). 

Diese Z. 15, 415 (1891); Ber. chem. Ges. 24, 2709 Serng 
Fiir die Uberlassung dieser Praparate sind wir Herrn Prof. E. Winter: 
u Dank verpflichtet. 

A. Vesterberg, Liebigs Ann. 428, 243 (1922). 


K. 

K. A. Vesterberg, Ber. chem. Ges. 24, 3834 (1891). 
H. Dieterle, Arch. Pharm. 269, 78 (1931). 
K. 
A. 
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Beaucourt, Mh. Chem. 54, 897 (1929). 
Zinke u. A. Unterkreuter, Mh. Chem. 89, 865 (1918). 
iese Z. 199, 75 (1931). 
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Hederabetulin sowohl gegeniiber katalytisch erregtem Wasser- 
stoff als auch gegeniiber Benzopersiure als sehr reaktionsfihig. 
Die am Hederagenin gemachten Erfahrungen haben wir auf die 
Qleanolséure ibertragen. 

Wiahrend Oleanolsiure beim Stehen mit Benzopersiiure erst 
nach etwa 150 Stunden die fiir eine Doppelbindung berechnete 
Menge Sauerstoff aufnimmt, ist die Reaktion beim Oleanol bereits 
nach 15 Stunden beendet, auch nach 100stiindigem Stehen nimmt 
Oleanol nicht mehr als die fiir eine Doppelbindung berechnete 
Menge Sauerstoff auf. Das Sauerstoffadditionsprodukt gab mit 
Tetranitromethan im Gegensatz zu Oleanol keine Gelbfairbung 
mehr. Versuche, die Doppelbindung im Oleanol bzw. <Acety]- 
gleanol katalytisch zu hydrieren, blieben erfolglos, die Doppel- 
hindung scheint danach nicht so reaktionsfihig zu sein wie die- 
jenige des Lupeols, bei welchem die Hydrierung glatt verliuft. 
Die Versuche Ruzickas und Mitarbeiter!), den Sattigungsgrad 
der Amyrine durch Benzopersiuretitration festzustellen, haben 
wir wiederholt und kénnen die Angaben in vollem Umfang be- 
stitigen: auch nach unseren Versuchen nehmen die Amyrine nur 
4()°/) der fiir eme Doppelbindung berechneten Menge Sauerstoff auf. 
Wir haben den Eindruck, dai die Reaktionsfaihigkeit der Doppel- 
bindung in der Reithenfolge Lupeol, Oleanol, Amyrine abnimmt. 
Lupeol ware beziiglich der Reaktionsfahigkeit seiner Doppel- 
bindung dem Betulin und Hederabetulin an die Seite zu stellen. 

Die Benzoperséuretitration des aus Oleanol durch Wasser- 
abspaltung entstehenden Oleanylens C3,H,. ergab das Vorhanden- 
sein zweler Doppelbindungen. Die Sauerstoffaufnahme ist nach 
15 Stunden beendet, auch nach. 100stiindigem Stehen wird nicht 
mehr Benzopersiure verbraucht. Die bei der Wasserabspaltung 
auftretende Doppelbindung ist sehr reaktionsfahig, sie laBt sich 
leicht hydrieren. Das dabei entstehende Oleanen schmilzt bei 
193° und unterscheidet sich vom Oleanylen durch seine Schwer- 
loslichkeit in Eisessig-—Hexan. Bei der Hydrierung des Oleanylens 
in diesem Lésungsmittelgemisch krystallisiert das Oleanen quanti- 
tativ aus. Oleanen, dessen katalytische Hydrierung infolge un- 
ginmstiger Loéslichkeitseigenschaften noch nicht versucht werden 
konnte, nimmt ebenso wie Oleanol bei 15stiindigem Stehen mit 
Benzoperséure die fiir eine Doppelbindung berechnete Menge 
Sauerstoff auf. Das Reaktionsprodukt gibt mit Tetranitromethan 
keme Gelbfirbung mehr. 


1) A.a. O. 
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Die an Oleanol, Oleanylen und Oleanen gemachten 
Beobachtungen deuten in keiner Weise auf das Vor. 
handensein von mehr als einer Doppelbindung in 
Oleanolsiiure hin, die friiher gemachte Annahme!) 
einer pentacyclischen Struktur erfahrt damit eine 
weltere Stitze. 

Ruzicka und Mitarbeiter halten es auf Grund _ refrakto- 
metrischer Bestimmungen fiir méglich, daB die Amyrine tetra- 
cyclische Struktur besitzen. Kine solche Méglichkeit miissen wir 
trotz des oben angefiihrten ‘l'atsachenmaterials auch fir die 
Oleanolsiure und andere Triterpenderivate offen lassen; es ist 
nicht ohne weiteres verstiéndlich, da8 Verbindungen wie Alb- 
sapogenin, Quillajasapogenin u. a., bei denen wir tetracyclischen 
Bau annehmen miissen, ebenso wie die von uns als pentacyclisch 
angesprochenen Sapogenine bei der Dehydrierung Sapotalin 
liefern. 


Experimenteller Teil. 
Darstellung der Oleanolsdure aus Gewiirznelken. 


Die fein gemahlenen Nelken wurden in 4 Chargen von je 1 kg in der Weise 
verarbeitet, daB der 2. Extrakt jeder Charge zum Extrahieren einer neuen 
verwendet wurde. 1 kg Nelkenpulver wurde mit 2,5 Liter Ather 1 Stunde 
unter RiickfluB gekocht, 12 Stunden stehen gelassen, abgenutscht und 4mal 
mit je 250 cem Ather nachgewaschen. Die vereinigten atherischen Lésungen 
wurden 3mal mit je 600 ccm n-Natronlauge durchgeschiittelt, wobei sich ein 
Teil des oleanolsauren Natriums krystallinisch ausschied. Die alkalischen 
Lésungen wurden auf dem Wasserbad von Ather befreit, wobei das noch ge- 
léste oleanolsaure Natrium vollstindig ausfiel. Nach dem Erkalten wurde 
abgenutscht und sorgfaltig mit verdiinnter Natronlauge nachgewaschen, 
wobei das Natriumsalz weiB wurde. Das Natriumsalz wurde in Alkohol auf- 
genommen, filtriert und zur siedenden Lésung Eisessig bis zur sauren Reaktion 
zugegeben. Beim langsamen Einengen krystallisierte die Oleanolsaure in 
feinen, vollstandig weifen Nadeln aus. Die Ausbeute an nicht umkrystalli- 
sierter Oleanolsiure betrug 80 g = 2°/, des angewandten Materials. 


Decarboxylierung der Oleanolsaure. 


10 g Oleanolsiure werden in einem 50 ccm -Rundkolben langsam iiber 
freier Flamme zum Schmelzen gebracht. Um Verluste durch Sublimation zu 
vermeiden, setzt man zweckmaBig einen abgesprengten Trichter auf den 
Kolben. Ist die Substanz vollstandig geschmolzen, so halt man die Temperatur 
20—30 Minuten auf 360—400°. Erhitzt man 30 Minuten auf 400°, so erhilt 
man fast ausschlieBlich Oleanylen, bei tieferer Temperatur und kiirzerer 
Reaktionsdauer erhalt man Oleanol neben Oleanylen. Nach dem Erkalten 


1) Diese Z. 199, 64 (1931). 
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wird die pulverisierte Masse in Ather aufgenommen und mehrfach mit ge- 
sittigter Bariumhydroxydlésung durchgeschiittelt, um die noch unveranderte 
Oleanolséure abzutrennen. Die atherische Lésung wird gewaschen, getrocknet, 
der Ather verdampft und der Riickstand mit Aceton aufgekocht. Beim Er- 
kalten erhalt man einen Krystallbrei, welcher aus Oleanylen und Oleanol 
besteht. Aus den Acetonmutterlaugen gewinnt man nach Einengen weitere 
Fraktionen, die vorwiegend aus Oleanol bestehen. Beim Umkrystallisieren 
aus Aceton erhalt man als erste Fraktion Roholeanylen mit einem Schmelz- 
punkt von etwa 180°, die nachste Fraktion besteht aus einem Gemisch von 
Oleanol und Kohlenwasserstoff, schlieBlich krystallisiert Roholeanol mit 
einem Schmelzpunkt von etwa 200° aus. 


Oleanol C,,H,,0. 


Bei weiterer Reinigung der Oleanolfraktion durch mehrfaches Um- 
krystallisieren aus Aceton erhalt man es in Nadeln, die bei 216—220° (korr. 
Berl) schmelzen. Oleanol ist schwer léslich in Methanol, ziemlich léslich in 
Alkohol und Aceton, leicht léslich in Ather und Chloroform. 


Zur Analyse wurde im Vakuum bei 140° getrocknet. 
3,926 mg Substanz gaben 12,135 mg CO, und 4,01 mg H,O. 


4,036 mg ys » 12,52 mg CO, ., 4,27 mg H,O. 
4,110 mg - » 12,705 mg CO, ., 4,31 mg H,0. 
Cy9H;,0 Ber. C 84,43°/, H 11,82°/, 


Gef. ., 84,30, 84,54, $4,289),  ,, 11,43, 11,84, 11,749, 
Spezifische Drehung in Chloroform: 

a =+ 0,275 e=0,462 2=1 [a]}® =+ 59,5 

a=+0,22 e¢=0,375 1=1 [a]? =+ 58,7° 


Benzopersauretitration von Oleanol. 


Die Benzopersauretitration wurde wie in der 6. Mitteilung!) beschrieben 




















durchgefiihrt. 
Substanzmenge in mg Zeit in Stunden Verbrauchte Atome O 
76,2 15 1,11 
108,2 50 1,03 
122,6 100 1,13 








Acetyloleanol. 


500 mg Oleanol werden mit 5 ccm Acetanhydrid 2 Stunden gekocht. 
Beim Erkalten scheidet sich ein Teil des Acetylkérpers aus, der Rest wird 
nach Zusatz von Wasser erhalten. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
absolutem Alkohol erhalt man das Acetyloleanol in baumchenférmig ver- 
zweigten Nadeln, die bei 209—210° (korr. Berl) schmelzen. 


Zur Analyse wurde bei 140° im Vakuum getrocknet. 


1) Diese Z. 199, 75 (1931). 








930 Alfred Winterstein und Gertrud Stein, 


3,946 mg Substanz gaben 11,90 mg CO, und 3,96 mg H,0. 
C3.H;.0, Ber. C 81,98°/, H 11,19°/, 


Gef. ,, 82,24 »» 11,23 
Spezifische Drehung in Chloroform: 
a =-+ 0,23 e = 0,515 t=1 [a)%! =+ 44,7° 


Bei einem Versuch, das Acetyloleanol mit Platinoxyd in einem Gemisc|; 
von Hexan-Eisessig (1:2) zu hydrieren, wurde bei 2maligem Zugeben von je 
50 mg Katalysator nur die fiir letzteren berechnete Menge Wasserstoff ver. 
braucht. Auch bei 50° lieB sich Acetyloleanol nicht hydrieren. 


Oleanylen C,H... 


Das Roholeanylen wurde mehrmals aus Aceton umkrystallisiert, woraus 
es in feinen Blaittchen erscheint, die bei 185—186° (korr. Berl) schmelzen. 
Oleanylen ist schwer léslich in Alkohol, ziemlich schwer in Aceton, leicht 
lislich in Ather, Chloroform und Petrolather. 

Zur Analyse wurde bei 120° im Vakuum getrocknet. 





3,798 mg Substanz gaben 12,31 mg CO, und 4,05 mg H,O. 


4,031 mg - »  13,07mg CO, ,, 4,28 mg H,O. 
CyoH,y, Ber. C 88,15°/, H 11,85°/, 
Gef. ,, 88,38, 88,43°/, », 11,93, 11,89°/, 
Spezifische Drehung in Chloroform: 
a=+0,46 c=0,481 /=1 [a]j,' =+ 95,7° 


a=+0,91 c= 0,932 1=1 [a}Z,° =+ 97,6° 
a=+0,51 c= 0,529 1=1 [a]2° =+ 96,4° 


Benzopersauretitration von Oleanylen. 








Substanzmenge in mg Zeit in Stunden Verbrauchte Atome O 
156,9 15 1,86 
192,9 50 1,90 
164,1 100 1,86 








Oleanen C,,H 


100 mg Platinoxyd werden in 40 ccm Eisessig-Hexangemisch (1:1) mit 
Wasserstoff gesittigt (Wasserstoffverbrauch 20,4 ccm). Sodann werden 
100 mg Platinoxyd und 1 g Oleanylen zugegeben. Die Wasserstoffaufnahme 
ist nach 30 Minuten beendet. Das Oleanen krystallisiert wahrend der Hy- 
drierung aus und wird auch nach Zugabe von weiteren 100 mg Platinoxyd 
nicht weiter hydriert. 1g Substanz verbrauchten 66,2 ccm Wasserstoff be- 
rechnet sind 58,6 ccm (0°, 760 mm). Das Hydrierungsprodukt wird in Ather 
iibergefiihrt und nach dem Verdampfen desselben mehrmals aus Aceton um- 
krystallisiert. Oleanen krystallisiert in feinen Nadeln, die bei 193° (korr. Ber!) 
schmelzen. Im Gegensatz zu Oleanylen ist es in Petrolither ziemlich schwer 
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Untersuchungen in der Saponinreihe. 


Zur Analyse wurde bei 120° im Vakuum getrocknet. 


3,768 mg Substanz gaben 12,055 mg CO, und 4,12 mg H,0O. 
3,833 mg a » 12,338 mg CO, ,, 4,18 mg H,O. 


CypHso Ber. © 87,72, H 12,289), 
Gef. ,, 87,281, 87,73°/, 12,24, 12,219, 


Spezifische Drehung in Chloroform: 


a =+ 0,43 


c= 0,762 /=1 


[a]z* =+ 56,4° 
a =+ 0,235 c=0,416 1=1 [a]Z3 =+ 56,5° 


Benzopersauretitration von Oleanen. 








Substanzmenge in mg 





157,8 
189,8 





Zeit in Stunden 


15 


100 








Verbrauchte Atome O 
0,96 
(0,90 


Benzopersauretitration von Amyrin. 





Substanzmenge in mg 





178,5 


Zeit in Stunden 





Verbrauchte Atome O 


0,39 














190,4 65 0,36 
197,8 200 0,39 


Die Elementaranalysen wurden in unserem Institut von Herrn H. Roth 
ausyefiihrt. 


Zr ammenfassung. 

1. Oleanolsiure C,,H;,0, léBt sich durch Decarboxylierung 
in einen einwertigen, den Amyrinen isomeren Triterpenalkohol 
Oleanol) C3,>H;,O tberfiihren. Durch Wasserabspaltung geht dieser 
in einen den Amyrilenen isomeren Kohlenwasserstoff (Oleanylen) 
Cop Hyg tiber. 

2. Weder Oleanol noch Oleanylen sind mit den in der Lite- 
ratur beschriebenen Verbindungen der Zusammensetzung Cs)H;,0 
bzw. Cy9Hyg identisch. 

3. Auf Grund der an Oleano!l, Oleanylen und Oleanen durch- 
vefihrten Benzopersiuretitration erfihrt die friiher gemachte 
Annahme einer pentacyclischen Struktur der Oleanolsiure eine 
weitere Stiitze. 

Herrn Prof. R. Kuhn danken wir fiir sein forderndes Inter- 
esse. Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fiir Uberlassung des Stipendiums unseren besten Dank aus. 











Versuche iiber die Isomerisierung des Ergosterins. 


Von 


Walter Stoll. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitits-Laboratorium Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26. August 1931.) 


In der vor kurzem erschienenen Ver6ffentlichung von 
Windaus, Dithmar, Murke und Suckfill!) tiber die Iso- 
merisierung des Ergosterins und seiner Derivate wurde als letzte 
Methode die Abspaltung von Wasser aus Ergosterin und die 
Wiederanlagerung an den gebildeten Kohlenwasserstoff angefiihrt. 
Uber diese Methode soll hier berichtet werden. 

Zuniichst wurde versucht, entsprechend den Ergebnissen von 
Phillips?), durch Verestern des Ergosterins mit p-Toluolsulfo- 
chlorid und Verseifen des entstandenen Esters eine Umlageruny 
an der Hydroxylgruppe zu erreichen. Statt des Esters wurde aber 
ein Kohlenwasserstoff erhalten, der mit dem von Rygh®) auf 
anderem Weg dargestellten Ergotetraen B identisch war.’) Den 
Kohlenwasserstoff hatte ich schon wiihrend meiner Tatigkeit in 
der Technik vor dem Erscheinen der Arbeit von Rygh gefunden. 
die Versuche wurden aber aus éuferen Griinden nicht veréffentlicht. 
Es wurde nun versucht, an den Kohlenwasserstoff wieder Wasser 
anzulagern. Schon Rygh erwihnt, daB seine beiden Ergotetraene 
leicht Salzsiure addieren und das gleiche Hydrochlorid geben. 
Da die Chloride der Sterine meist leicht Salzsiure abspalten, 
schien es nicht aussichtsreich, das Hydrochlorid der Ergotetraene 
in einen dem Ergosterin isomeren Alkohol tiberzufiihren. Dagegen 


1) Liebigs Ann. 488, 91 (1931). 

2) J. Chemical Society 128, 44 (1923). 

3) Diese Z. 185, 101 (1929). 

*) In diesem Zusammenhang interessiert die Frage der Bestandigkeit 
der Sulfosiureester, die von Hiicke] und Frank [Liebigs Ann. 477, 141, 154 
(1930)] besonders bei den Dekalolen studiert worden ist. Von den bisher 
untersuchten Sterinen geben nur Cholestanol und Ergostanol bestandige 
Sulfosdureester. Hiertiber soll spater berichtet werden. 
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lag es nahe, statt der Salzsiiure eine starke organische Saéure 
anzulagern und den entstandenen Ester dann zu verseifen. Nernst 
und Hohmann!) zeigten, daB ein Parallelismus zwischen der 
Stiirke einer Sdure und ihrer Anlagerungsgeschwindigkeit besteht ; 
in neuerer Zeit sind solche Anlagerungen eingehend von Meer- 
wein*) bei Terpenen untersucht worden. 

LaBt man auf das Ergotetraen B Trichloressigsiure in 
Chloroformlésung bei 20° oder ohne Lésungsmittel durch Erhitzen 
auf 80° einwirken und verseift dann den Ester, so erhalt man in 
50—60°/, Ausbeute einen digitoninfallbaren Alkohol. Es wird nur 
1 Molekiil der Trichloressigsiure angelagert, die Umsetzung ver- 
liuft nach folgender Gleichung: 


CH, yO CH. 


CCl, COOH + >Cs;Hss = CCl,- OC pe 
CH O—OH “ 
yO CH CH, 
CCl, - Cg C,H, ~- NaOH == DCrsH35 +. CCl,-COONa 
O—CH % HOCH ” 


Bei der Hydrierung liefert der Alkohol das von Reindel 
beschriebene Ergostenol, er unterscheidet sich daher vom Ergosterin 
nur durch die Lage von 2 Doppelbindungen. Aus dem Kohlen- 
wasserstoff konnte also in 50°/) Ausbeute ein Alkohol gewonnen 
werden, bei dem die Hydroxylgruppe wieder an der gleichen 
Stelle eingetreten ist, sogar ihre rdumliche Lage ist wieder dieselbe 
wie beim Ergosterin. Dieses Ergebnis ist bei der groBen Zahl der 
mdglchen Isomeren bemerkenswert. Bei der Wasseranlagerung 
an ein Tetraen kénnte die Hydroxylgruppe an acht verschiedene 
Kohlenstoffatome treten*), es kénnten also acht isomere Alkohole 
auftreten. Da bei der Anlagerung der Hydroxylgruppe in den 
meisten Fallen ein asymmetrischer Kohlenstoff entsteht und auch 
bei der Anlagerung des Wasserstoffatoms sich ein solches in 
enzelnen Fallen bilden kann, so sind etwa doppelt so viel isomere 
Alkohole méglich, die sich nur durch die Stellung und die réum- 
liche Lage der Hydroxylgruppe unterscheiden. 

Bei einem Vergleich mit den Vorgingen im Organismus hatte 
man erwarten kénnen, daB die Hydroxylgruppe an ein anderes 
Kohlenstoffatom tritt; denn es erscheint méglich, daB bei der 


1) Z. physik. Chem. 11, 352 (1893). 

*) Liebigs Ann. 458, 26 (1927); 455, 227 (1927). 

3) Bei dieser Uberlegung iiber die Zahl der Isomeren sei zur Vereinfachung 
die Lage der Doppelbindungen als unveranderlich angenommen. 
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Umwandlung von Gallenséuren und vielleicht auch beim Abbay 
von Sterinen eine Verschiebung von Hydroxylgruppen iiber eine 
Wasserabspaltung und Anlagerung verliuft, da die einzelnen 
Gallensiuren und Sterine ihre Hydroxylgruppen an sehr ver. 
schiedenen Stellen des Cholansiureskeletts tragen. Die Methode 
soll noch bei anderen ungesittigten Derivaten der Sterine und 
Gallensiuren untersucht werden. 

Der bei dieser Reaktion gewonnene Alkohol wurde iiber das 
Digitonid gereinigt. Aus dem Digitonid wurde er in der wblichen 
Weise durch Extraktion mit Xylol isoliert, aus Methylalkohol 
umkrystallisiert und dann acetyliert. Zur weiteren Reinigung 
wurde das Acetat nach dem von Windaus und Liittringhaus!) 
angegebenen Verfahren mit Maleinsiureanhydrid bei 80° behandelt. 
Durch 6fteres Umkrystallisieren stieg der Schmelzpunkt des s0 
gereinigten Acetats auf 131—132°, die Drehung betrug [«]p =— 84". 
Eine weitere Reinigung war auf diesem Wege nicht mehr zu 
erzielen. Das Absorptionsspektrum ist dem der Ergosterine B,, B, 
und B, ahnlich, nur ist die Absorption schwacher. 

Nach 5stiindigem Einleiten von Salzsiure bei 0° in eine 
Chloroformlésung des Acetats konnten 20°/, mit Maleinsiure- 
anhydrid entfernt werden, aus dem Riickstand lieB sich kein ein- 
heitliches Produkt isolieren; die Stoffe zeigten nur noch ein 
geringes Absorptionsspektrum. Das Maleinséiureadditionsprodukt 
konnte nicht krystallin erhalten werden. Die Acetate der Ergo- 
sterine B,, B, und D gehen bei dieser Behandlung weitgehend in 
Ergosterin B,-acetat iiber, das sich leicht mit Maleinsiureanhydn 
umsetzt. 

Ob der durch die Anlagerung von Trichloressigsiure an (as 
Ergotetraen B hergestellte Alkohol ein neues Isoergosterin ist, 
oder ob er aus einem Gemisch mehrerer schwer zu trennenden 
Isoergosterine besteht, konnte nicht entschieden werden. 

Weiterhin wurde noch das Verhalten der Ergotetraene gegen 
Maleinsiureanhydrid untersucht. Rygh?) hatte das Tetraen b 
durch Kochen des Tetraens A mit Essigsiureanhydrid erhalten; die- 
selbe Umlagerung erfolgte auch bei der Behandlung des Tetraens ‘ 
mit Maleinséureanhydrid. Das Tetraen B verhalt sich gegeniiber 
Maleinsiureanhydrid wie Ergosterin, bei 3stiindigem Erhitzen aui 
130° bilden sich 87°/, ,,Ergotetraen B-Maleinséure™. 


1) Ber. chem. Ges. 64, 850 (1931). 
*) Ava. O. 
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Bei der Bestrahlung mit der Quecksilberlampe lagert sich 
das Ergotetraen B sehr rasch um. 

Ich danke der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft 
fir das gewaéhrte Stipendium, das mir die Durchfiihrung der 
Arbeit ermdglicht hat, und Herrn Professor Dr. Windaus, der 
mir die Mittel seines Instituts in liebenswiirdiger Weise zur Ver- 
fiigung stellte. 

Versuche, 


Ergotetraen B. 

Zu 6 g wasserfreiem Ergosterin und 12 g p-Toluolsulfochlorid 
figt man 90 cem reines Pyridin und erhitzt 4 Stunden auf dem 
Wasserbad. Beim Erkalten krystallisiert das Tetraen aus der 
Losung zum Teil aus, der Rest kann durch Ausfillen mit Wasser 
sewonnen werden. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
Alkohol oder Aceton zeigt der Kohlenwasserstoff die von Rygh 
angegebenen Konstanten des Ergotetraens B. Schmelzpunkt, 
Drehung und Absorptionsspektrum stimmen iiberein, der Misch- 
schmelzpunkt gab keine Depression. 

Bei der Bestrahlung einer 0,01°/jigen Losung in Normal- 
benzin in einer Kiivette von 1 mm Durchmesser mit einer Queck- 
silberlampe lagert sich das Tetraen B sehr rasch um. Die Um- 
wandlungszeit wurde aus der Anderung des Absorptionsspektrums 
bei 280 mu bestimmt. Bei einem Abstand von 18 em von der 
Lampe war nach 80 Sekunden der Absorptionskoeffizient von 
0.7 auf 1,82, nach 60 Sekunden auf 1,90 gestiegen. Bei weiterer 
Bestrahlung anderte er sich nur sehr wenig.!) 


Verhalten der Ergotetraene A und B gegen Maleinsaureanhydrid. 

Rygh hatte das Ergotetraen B aus dem Ergotetraen A durch 
1',stiindiges Kochen mit LEssigsiureanhydrid hergestellt. Ks 
wurde gefunden, daB auch bei 2stiindigem Kochen einer Lésung 
von Ergotetraen A und Maleinséureanhydrid in Benzol dieselbe 
Umlagerung eintritt. 

Erhitzt man eine Lésung von 0,15 g Tetraen B und 0,2 g 
Maleinsiureanhydrid in wenig Benzol 3 Stunden auf 130° und 
arbeitet in der von Windaus und Liittringhaus angegebenen 
Weise auf, so erhalt man 87°/) ,,Ergotetraen B-Maleinsiure“. Es 
velang nicht, die Saéure krystallin zu erhalten. 


1) Die optischen Messungen wurden von Herrn cand. chem. Pallutz 
ausgefiihrt. 
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Ergotetraen B und Trichloressigsaure. 

Die Anlagerung gelang auf folgenden beiden Wegen: 

1. 2g Ergotetraen B wurden mit 1g _ Trichloressigsiure 
2 Stunden auf 80° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde die Schmelze 
mit Wasser ausgewaschen und dann durch 2stiindiges Kocher 
mit alkoholischer Natronlauge auf dem Wasserbad verseift. Die 
Lésung wurde ausgeithert, der Ather mit Wasser ausgewaschen, 
getrocknet und verdampft. Der Riickstand wurde in 90°/jigem 
Alkohol gelést, durch Fallen mit Digitonin konnten 3,4 g Jj. 
gitonid = 0,85 g Alkohol erhalten werden. 

2. Die dunkelblaue Lésung von 1 g Ergotetraen B und 1 g Tri- 
chloressigséiure in 2 ccm Chloroform blieb 1 Stunde bei 20° stehen, 
dann wurde mit waBrigem Natriumbicarbonat die wberschiissige 
Siure entfernt. Nach dem Verdampfen des Chloroforms wurde 
wie oben aufgearbeitet. Ausbeute: 2,5 g Digitonid = 0,62 g Alkohol. 

Aus dem Digitonid wurde der Alkohol mit Xylol extrahiert 
und nach der Entfernung des Xylols aus Methylalkohol un- 
krystallisiert, das Rohprodukt schmolz bei 124—126° Zur 
Reinigung mit Maleinsiureanhydrid wurde der Alkohol acetyliert; 
bei 3stiindigem Erhitzen auf 80° reagierten etwa 10°/) mit dem 
Maleinsiureanhydrid. Nach dieser Behandlung wurde das Acetat 
noch mehrmals aus Ather-Methylalkohol umkrystallisiert, dic 
Blattchen schmolzen bei 131—132°. Das Acetat ist leicht léslich 
in Ather und Chloroform, schwerer in Methylalkohol. 

3,572 mg Substanz gaben 10,690 mg CO,, 3,330 mg H,0. 

C,,5H,O, Ber. 82,01°/, C 10,45°/, H 
Gef. 81,62 ,, 10,43 sy, 
20,6 mg in 2 cem Chloroform « = — 0,87°; 20° 
[a] =— 84°. 

Das Absorptionsspektrum zeigt bei 248 und 254 my ein Maximum, 

x = 1,0 bei einer 0,02°/,igen Lésung in Normalbenzin. 


Hydrierung des Acetats. 


0,3 g¢ des Acetats in 50 ccm Hisessig-Ather (1:1) wurden bei 
20° unter Zusatz von 0,2 g Platin mit Wasserstoff geschiittelt, 
nach 40 Minuten war die Wasserstoffaufnahme beendet. Da: 
Reaktionsprodukt erwies sich nach mehrmaligem Umkrystalli 
sieren, in Schmelzpunkt,¥ Drehung, Farbreaktion und Misch 
schmelzpunkt als identisch mit Ergostenolacetat, auch der uac 
der Verseifung erhaltene Alkohol war mit dem Ergostenol identiscb. 
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Das Schicksal peroral verabreichten Cholesterins 
und Koprosterins im menschlichen Darm. 


Von 


M. Biirger und W. Winterseel. 


(Aus dem Stadtkrankenhaus Osnabriick, Innere Abteilung.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. August 1931.) 


Unsere Vorstellung tiber den Cholesterinhaushalt des Menschen 
und speziell iber das Schicksal mit der Nahrung aufgenommener 
Sterne hat sich durch die Untersuchungen Sperrys griindlich 
vewandelt. Wéahrend friher die Meinung allgemein giiltig war, 
daB die Leber den wesentlichsten Ausscheidungsort des Cholesterins 
darstellt, smd wir durch Beobachtungen Sperrys?) zu der Auf- 
fassung gedringt, daB der Darm — speziell der Dickdarm als 
Hauptausscheidungsort der Sterine angesehen werden muf. Sperry 
machte seme Untersuchungen an Hunden, denen die Galle 
nach auBen abgeleitet war. Er fand im Kot der so vorbereiteten 
Tiere mehr Cholesterin als bei normalem GallenabfluB in den Darm. 
Eine eigene?) von uns am Menschen durchgefiihrte Sterinbilanz bei 
totalem Gallengangsverschlu8 durch Carzinom fiihrte zu dem [r- 
vebnis, daB in 6 Tagen im ganzen 0,6 g mehr Cholesterin ausgefiihrt 
ils zugefihrt wurden. Da die Leber bzw. die Gallenwege — wie 
wir uns iberzeugten — als Ausscheidungsort auszuschlieBen waren, 
konnte nur der Darm als Quelle dieses mehr ausgeschiedenen 
Cholesterins — im Durchschnitt 0,1 g pro die — in Frage kommen. 
a nun einerseits durch friihere Arbeiten sichergestellt ist, dah 
der menschliche Darm imstande ist, groBe Mengen von Cholesterin 
oder Cholesterinester aufzunehmen, andererseits die neueren Unter- 
suchungen von Sperry?), Beumer und Hepner’) und eigene?) 
ie Cholesterinausscheidung durch den Darm sicherstellen, ist es 
von Interesse, die Bedingungen der Sterinaufnahme und -aus- 
scheidung naher kennenzulernen. 

Unter physiologischen Bedingungen wird das mit der Nahrung 
iufgenommene Cholesterin, soweit geniigend Lésungsmittel zur 
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Verfiigung stehen, in den oberen Darmabschnitten wahrscheinlic}; 
quantitativ resorbiert. Nach Biirger und Habs’) steigen 4 Stundey 


nach Einnehmen von 5 g in Ol geléstem Cholesterin die Serumwert: 


ungefiihr auf das Doppelte und erreichen 24 Stunden nach diy 
Einnahme des Cholesterins wieder den Ausgangswert. Das dure, 
die Nahrung aufgenommene Cholesterin erreicht zum Teil auf den 
Wege durch die Leber und mit der Galle den Diinndarm, um dor 
zum 2. Male resorbiert zu werden. — Es ist in der Tat schwer ecin- 
zusehen, wie der Organismus, wenn der geschilderte Weg — de 
kleine Cholesterinkreislauf — allein vom Cholesterin begangen 
wiirde, sich in kurzer Zeit einer gréBeren alimentir zugefiihrten 
Cholesterinmenge entledigen kénnte, wie er es in der Tat nacl, 
vielfachen Untersuchungen verschiedener Autoren imstande ist. — 
Wird die Darmwand des Menschen unter besonderen Kautelen aui 
ihren Steringehalt untersucht, so zeigt sich, nach Untersuchungen 
von Biirger und Oeter®), daB das Duodenum wesentlich mehr als 
das Ileum, das Sigmoid aber fast das Doppelte des Ileums an 
Sterin enthalt. Zusammen mit den oben angefiihrten Befunden 
bei totalem GallengangsverschluB deuten auch diese Werte daraui 
hin, daB dem Enddarm eine besondere innere <Ausscheidungs- 
funktion im Sterinstoffwechsel zuzuschreiben ist. Es liegt a prior 
die Frage nahe, warum die durch Resorptionsversuche sicher- 
gestellte Sterinaufnahme durch den Diinndarm nicht auch in 
Dickdarm stattfinden soll, d. h. warum die hohen Werte fiir Sterine 
im Sigmoid nicht ebenso, wie diejenigen im Duodenum, die Folger 
einer Resorption anstatt emer Exkretion sein kénnen. line 
Erklirung fiir das verschiedene Schicksal des Sterins im oberen uni 
unteren Darmabschnitte haben wir in Verainderungen am Steri- 
molekiil selbst wihrend der Darmpassage gesucht. Uber die Un- 
wandlung des Sterins im menschlichen Darm wird seit den Unter- 
suchungen von Bondzynski und Humnicki®) angenommen, dat 
das Cholesterin der Nahrung im Darm quantitativ zu Koprostern 
hydriert wird. Eigene’) mit besonderer Methodik durchgefiilrte 
Untersuchungen haben uns dagegen gelehrt, da nur ein bestimmte! 
Teil der Nahrungssterine zu Koprosterin hydriert wird. Es in- 
teressiert uns nun die Frage, ob das Koprosterin tberhaupt vol! 
Darm aufgenommen werden kann. Die Frage erscheint fiir dé 
Dickdarm durch Untersuchungen von Birger und Oeter®) be: 
antwortet, nach welchen das Sterin der Dickdarmschleimhav' 
quantitativ brombindendes Sterin darstellt. Fir den Diinn- 
darm suchten wir die Frage durch einen Fiitterungsversuch 7! 
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entscheiden, iiber den wir im nachstehenden berichten. Der Plan 
_ des Versuchs ist kurz folgender: Es werden einem stoffwechsel- 

vesunden Individuum unter optimalen Resorptionsbedin- 
-@ cungen nacheinander 3 g Cholesterin und Koprosterin verabreicht. 

Vorher, 4, 8 und 24 Stunden nach der Steringabe wird Blut zur 

vravimetrischen Sterinbestimmung nach Windaus§&) entnommen. 

Der Kot wird in jeweils 3tigigen Perioden in iiblicher Weise ab- 

vegrenzt und zwischen 2 Hauptversuchen eine Periode von 

3 Tagen eingeschaltet. Zur Methodik der Differenzialbestimmung 
@ der gesittigten und ungesittigten Sterine méchten wir gegeniiber 
EE den kritischen AuBerungen Schénheimers®) hervorheben, dab 
wir bei der Titration mit Brom nach den von uns auch angegebenen 
Vorschriften des D.A.B.6 gearbeitet haben, und zwar mit der 
MaBgabe, daB der sauren Lésung regelmaBig zwei Tropfen Indigo- 
karmin als Indikator hinzugefiigt wurden. Der Umschlag ist dann 
auch selbst bei n/100-Lésungen scharf und sicherzu beurteilen. 

Der schwierigste Teil des hier skizzierten Programms ist die 
Gewinnung von reinem Koprosterin. Die chemische Gewinnung 
von Koprosterin ist von Windaus§), unter Benutzung von Chol- 
esterm als Ausgangsmaterial, durchgefiihrt worden. Wir haben 
versucht, auf andere Weise Koprosterin zu gewinnen, ausgehend 
vom Trockenkot. Es wurde Trockenkot von verschiedenen Menschen 
vesammelt, der Stuhl im Soxhletschen Extraktionsapparat mit 
Ather extrahiert, der Ather abdestilliert, der Riickstand mit Aceton 
aufgenommen. Von den Lésungsmitteln (zunichst Aceton, spiter 
eisgekiihIter Alkohol) sollen nicht zu groBe Mengen genommen 
werden, da sonst die Auskrystallisation iberhaupt nicht oder zu 
langsam vor sich geht. Die Lésung lieS man auf Eis auskrystalli- 
sieren (2—3 Tage), der Riickstand wurde auf der eisgekihlten 
Nutsche gesammelt und mit dem eisgekiihlten Lésungsmittel 
nachgewaschen, dann in Alkohol aufgenommen und in durch- 
sichtigen Krystallisationsschalen unter leicht erhéhter Temperatur 
auf dem Wasserbad gelést. Wahrend dieses Loésungsprozesses 
kann man beobachten, daB sich das Fett etwas spiter lést als die 
eventuell vorhandenen Sterine, bzw. zum gréBten Teil geschmolzen 
am Boden der Schale liegen bleibt. Es gelingt, die Lésung der 
Sterine von dem geschmolzenen Fette und den unverseifbaren 
Anteilen der Nahrungsfette abzugieBen, das Abgegossene wird auf 
dem Wasserbad eingeengt und auf Eis wieder auskrystallisieren 
gelassen. Dieses Aufnehmen in Alkohol und Auskrystallisieren- 
lassen wird nun so lange fortgesetzt, bis keine sichtbaren groben 
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Verunreinigungen mehr vorhanden sind, bzw. noch weiter, bis das 
Sterin schmelzpunktkonstant ist. Dieser Punkt wird bei den 
einzelnen Stuhlextraktionen verschieden friith erreicht, je nach dey 
vorhandenen Fettmengen. Bei einem Stuhl war z. B. Koprosterin 
bereits nach der 12. Umkrystallisation, bei einem anderen nach 
der 30., ja einmal sogar erst nach der 41. Umkrystallisation rein 
gewonnen, d. h. es behielt einen vollstandig feststehenden Schmelz. 
punkt von 101% Die verschiedenen Mutterlaugen wurden aui 
dieselbe Weise aufgearbeitet. In dieser Art gelang es, etwa 3 9 
schmelzpunktkonstantes Koprosterin (Schmelzp. 101°) zu ge. 
winnen. Das Praparat ist weiB und vollstaéndig geruchsfrei, 


Tabelle 1. 
Sterinwerte fiir 1000 g Plasma. 


Sterinbelastung. 








4 Stunden 


24 Stunden 














8 Stunden 
Niichtern nach nach nach 
Belastung Belastung Belastung 

1. Olivendl 100 g 0,82 0,95 1,05 0,89 
2. Cholesterin 

3g in 100g Ol. 0,79 1,70 1,20 1,05 
3. Koprosterin 

3g in 100g Ol. 0,91 1,02 1,14 0,83 


Die Diskussion der gefundenen Werte mu8B ihren Ausgang 
nehmen von der Frage, wieweit die Olbelastung allein den 
Sterinspiegel des Blutes beriihrt. Daf cholesterinfreies Fett allein 
den Steringehalt des Blutes in die Hoéhe zu treiben in der Lage 
ist, ist fiir den Menschen von Lindemann?®), fiir Tiere von ver- 
schiedenen Autoren gezeigt worden. Die Ursache fiir dieses Phi- 
nomen ist nach Beumer?*) darin zu sehen, daB die Fettbelastung 
galletreibend wirkt und daB das Cholesterin der Galle durch Riick- 
resorption in das Blut gelangt. Daf bei klinisch Gesunden eine 
Belastung von 50g Olivenél nach §. Leites und Z. Gollitz- 
Katschan!*) ein Zunehmen des Blutcholesterins bis 44/5, bei 
der Belastung mit 2—8 g Cholesterin in Olivenol nur bis 56°, 
gehen soll, ist nach unseren, mit gravimetrischen Methoden ge- 
machten Erfahrungen unrichtig. Wir betonen, daB die russischet 
Autoren ihr Resultat mit colorimetrischen Methoden gewonnel 
haben, deren Unsicherheit fiir exakte Cholesterinbestimmunget 
von mehreren Seiten festgestellt wurde. Ganz besonders un: 
zuverlissig wird die Colorimetrie, wie leicht einzusehen, bei Leber 
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kranken mit Hyperbilirubinémie. Die von uns in den Protokollen 
wiedergegebenen Leerbestimmungen mit O] allein zeigen Cholesterin- 
werte, die durchaus mit den von anderen Autoren angegebenen 
Werten tibereinstimmen. Die Zahlen fiir die Cholesterinbelastung 
lassen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Biirger und 
Habs‘) erkennen, da8 das Cholesterin unter diesen Bedingungen 
wohl quantitativ zur Resorption kommt. Im Gegensatz zu der 
prompten Resorption des Cholesterins ist der Steringehalt des 
Serums nach Verfiitterung von 3 gin Oliven6l gelésten Kopro- 
sterins nicht mehr angestiegen als nach Aufnahme von Olivendél 
allen. Schon nach diesen Blutanalysen ist also eine Resorption 
gelésten Koprosterins aus dem Diinndarm (Tab. 1) unwahrscheinlich. 


Tabelle 2. Sterinbelastung. 


Differenzierung der Plasmawerte in einen brombindenden und einen 
nicht brombindenden Teil. 











Nicht brombindend 
Niichternwerte | Belastungswerte 
1. Cholesterin ...... 1,1°/, | 2,7°/o 
2. Koprosterin. .... . 5,3°/5 | 5,7°/5 





Tabelle 8. Sterinbelastung. 
3g Sterin geldst in 100 g O1. 


























Kotsterinwerte 
Gesamt:-: | davon nicht 
sterine . | brombindend 
in g in °/, 
Vorperiode 1,52 85,3 
3g Cholesterin in 100 g Ol Belastungsperiode 3,02 62,7 
Nachperiode 1,97 | 87,5 
. i Belastungsperiode 4,90 75,7 
3g Koprosterin in 100 g Ol Nachperiode 1'99 70:3 


Um iiber die Natur der eventuell zur Resorption gelangten 
Sterne etwas Genaueres zu erfahren, wurde das Digitonat der 
Gesamtsterine in bekannter Weise mit siedendem Xyiol zerlegt 
und das Gesamtsterin in der friiher von uns’) beschriebenen Weise 
bromiert. Um iiber gréBere Mengen Sterin zu verfiigen, wurde auf 
der einen Seite das Plasmasterin des vor der Belastung und des 
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24 Stunden nach der Belastung entnommenen Blutes und anderer- 
seits das Plasmasterin des 4 und 8 Stunden nach der Belastung 
entnommenen Blutes zur Bromierung zusammengefaBt. Die 
Tab. 2 zeigt, daB das Sterin auch nach Aufnahme gr6Berer Mengen 
alimentir zugefiihrten Cholesterins quantitativ brombindendes 
Sterin, also Cholesterin darstellt. Die kleinen Mengen des nicht 
brombindenden Anteils wagen wir nicht auf hydrierte Blutsterine 
zu beziehen, da die Werte innerhalb der Fehlerbreite der Mikro- 
bestimmungsmethode liegen. Dasselbe gilt auch fiir die Belastung 
mit Koprosterin, von dem offenbar so gut wie nichts zur Re- 
sorption gekommen ist. (Tab. 2). 

In guter Ubereinstimmung mit den Resorptionsverhiltnissen, 
wie sie durch die Plasmaanalysen sich darstellen, stehen die Re- 
sultate der Kotanalysen in der Belastungs- und Zwischen- 
periode. In der 3tigigen Vorperiode sind 1,52 g Gesamtsterin, 
das zu 85°/, aus Koprosterin besteht. Nach der Sterinbelastung 
steigt dieser Wert auf das Doppelte an unter gleichzeitigem Ab- 
sinken der relativen Koprosterinquote. Es ist in Ubereinstimmung 
mit unseren friiheren Ergebnissen, dafi nur 50°/, des alimentir 
zugefiihrten Cholesterins in den ersten 3 Tagen zur Ausscheidung 
gelangt, auch in der Nachperiode wird 1/, g mehr ausgeschieden 
als in der Vorperiode. Es ist also bei unserem Vorgehen in den 
ersten 6 Tagen der Belastung rund 30°/, im K6rper zuriickgeblieben, 
was in guter Ubereinstimmung mit unseren friiheren Belastungen 
an stoffwechselgesunden Menschen steht, nach denen in den ersten 
6 Tagen nach Zufuhr von 5 g Cholesterin kaum die Halfte im Kot 
wieder zur Ausscheidung gelangte. Ganz anders verhilt sich das 
Koprosterin, das bereits in der 3tigigen Belastungsperiode 
quantitativ wieder im Stuhl erscheint (Tab. 8). 

Die Befunde nach Cholesterin- bzw. Koprosterinbelastung 
haben wir erwartet, denn es lieB sich in der Darmwand nach 
Birger und Oeter') nie Koprosterin nachweisen. In der Tatsache 
der Nichtresorbierbarkeit des Koprosterins hegt insofern ein ge- 
wisser biologischer Sinn, als der Kreislauf des Cholesterins: 
Darm—Gewebe—Leber—Darm in dem Moment unterbrochen wird, 
in dem das Cholesterin zu dem nicht resorbierbaren Koprosterin 
hydriert wird. Das Koprosterin ist somit als physiologisches End- 
produkt im menschlichen Cholesterinhaushalt anzusehen. 

Wie wir schon in unserer friiheren Mitteilung ausfiihrten. 
beruht unsere Methode einer Differenzierung der Sterine auf der 
Uberlegung, daB das Koprosterin im Gegensatz zum Cholesterit 
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theoretisch kein Halogen bindet. Unsere diesbeziiglichen praktischen 
Erfahrungen mit kleinen Koprosterinmengen und _ verdiinnten 
Bromlésungen (4/,o9-n) gaben der Theorie recht. Entgegen diesen 
Erfahrungen sind von Dam!%) systematische Untersuchungen 
iiber die Jod- bzw. Brombindung des Koprosterins publiziert 
worden, die als Ausgangsmaterial ein Koprosterin vom Schmelz- 
punkt 115,4° benutzen. Mdéglicherweise ist das von Dam benutzte 
Koprosterinmaterial nicht ganz frei von brombindenden Begleit- 
substanzen gewesen, da der Schmelzpunkt mit dem von Windaus 
und Uibrig"™) und unserem nicht ganz iibereinstimmt. Wir haben 
aus diesem Grunde die Frage der Jodbindung des Koprosterins 
erneut gepriift. Die Gefahr, der man bei allen Jod- und Brom- 
bindungsversuchen zu begegnen hat, liegt in dem Angriff des Broms 
baw. des Jods auf das sehr kompliziert gebaute Molekiil der zu 
untersuchenden Sterine. Das geht ohne weiteres aus den Mit- 
tellungen der Damschen Arbeit hervor, nach der sowohl der 
HalogeniiberschuB wie auch die Einwirkungsdauer auf das End- 
resultat von maBgeblicher Bedeutung sind. Es muB also ein 
Optimum beider Faktoren gefunden werden, das einerseits bei vor- 
handener Brombindungsméglichkeit diese sich volikommen aus- 
wirken laBt, andererseits aber einen UberschuB von Halogen, das die 
Gefahr einer Destruktion des Molekiils mit sich bringt, médglichst 
vermeidet. Unter diesen Bedingungen ist von dem gereinigten 
Koprosterin nochmals eine Jodzahl bestimmt worden. Darnach 
kommt auch unter vorsichtigstem Arbeiten dem Koprosterin eine 
Jodzahl zu — mit 9,3 bzw. 9,9 dem niedrigsten Wert von Dam 
entsprechend. Zu unserer Enttéuschung zeigt sich das reine Di- 
hydrocholesterin, das wir von Merck bezogen und durch Um- 
krystallisation reinigten, dem Halogen gegeniiber sehr viel an- 
sreifbarer. An dem prinzipiellem Resultate unserer friiheren Mit- 
tellung uber das gleichzeitige Vorkommen von Cholesterin und 
Koprosterin im menschlichen Kot bei gemischter Nahrung andern 
diese Feststellungen nichts Wesentliches, zumal seinerzeit Chol- 
esterin und Koprosterin nebeneinander gewonnen und durch 
Schmelzpunktskonstanz charakterisiert werden konnten. 

Im Anschlu8 an den Versuch mit Koprosterin wurden in 
cleicher Weise unter Mitarbeit der Herren MObius und Oeter 
noch eine Reihe von Versuchen mit Dihydrocholesterin (Merck) 
durchgefiihrt. 

Tab. 4 zeigt die nach Dihydrocholesterinbelastung gefundenen 
Sterin-Serumwerte. Man erkennt, dai die Serumsterinwerte 
16* 
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eine geringe Vermehrung erfahren. Diese Steigerung, die maximal 
25°/, des Niichternwertes betrigt, liegt aber durchaus im Bereich 
der Vermehrung der Serumsterine nach Eingabe von 100 g Oliven- 
6] allein ohne Sterinzusatz. Um Sicherheit dariiber zu gewinnen, 
ob nicht doch geringe Mengen Dihydrocholesterin zur Resorption 
sekommen seien, wurde von Herrn Mébius nach dem Schon- 
heimerschen Verfahren kalt verseift und auf gesittigte Sterine 
mit dem Bromierungsverfahren gepriift. Sie waren im Serum- 
sterin nicht nachzuweisen. 


Tabelle 4. Dihydrocholesterinbelastung. 
nmepestitin Sterin in 100 Serum. 








Maximale 


4 Stunden | 8 Stunden | 24 Stunden | Prozentuale 
Steigerung 


Fall Niichtern nach nach nach gegeniib. dem 
ag y na : 
Belastung Belastung Belastung Niachtern- 

















werte 
II Kplg 172 178*) 195 181 13 
III Bekr 86 108*) 98 102 25 
IV Eschn 222 242**) 245 204 10 
V Snft 189 219**) 208 178 16 


*) Belastung: 5 g Dihydrocholesterin (Merck) in 100 g Olivendl. 

**) Belastung: 3g Dihydrocholesterin (Merck) in 100 g Olivendl. 

SchlieBlich wurde in zwei Fallen der Kot nach der Belastung 
mit Dihydrocholesterin auf seinen Steringehalt quantitativ unter- 
sucht. Tab. 5 zeigt, daB 95°/, des zugefiihrten Sterins im Kot 
wiedergefunden wurden, wiahrend von 5 g in Olivendél gelésten 
Cholesterin unter sonst gleichen Bedingungen in den ersten 6 Tagen 
nach der Belastung héchstens 40°/, wieder ausgeschieden werden 
(Birger und Winterseel?). 


Tabelle 5. Kotsterine nach Belastung mit 3g Dihydro- 
cholesterin in 100g Olivendl. 
Gramm Gesamtkotsterine in 3-tagigen Perioden. 








Fall 4 Fall 5 
PE bls os os WS Sw we ee 0,631 0,597 
Belastungsperiode*) . a re 3,299 3,315 
Nachperiode .... a a ea 0,732 0,713 
Wiederausgeschieden in g - oe 2,805 2,834 
Wiederausgeschieden in °/, der Zufuhr re 93,5 95,5 








*) Das Dihydrocholesterin wurde jeweils am 1. Tage der Belastungs- 
periode morgens gegeben. 





- .._ -_— 2. o_o ee LS ee ee eee ee 








Das Schicksal peroral verabreichten Cholesterins usw. 945 


Im Laufe unserer Arbeiten, iiber deren wesentlichen Inhalt 
bereits auf der Bremer Tagung der Nw. Ges. f. i. Med. Frithjahr 
1930 berichtet wurde, erschienenen Mitteilungen von v. Behring 
und Schénheimer) iiber die Bedeutung gesittigter Sterine 
im Organismus. Sie fanden in der Lymphe eines Hundes mit 
Ductus-thoracicusfistel nach Verfiitterung eines Cholesterin-Kopro- 
steringemisches nur Cholesterin und keine gesittigten Sterine, 
also auch fiir den Darm des Hundes ist das Koprosterin un- 
resorbierbar. Wir glauben aus unseren Untersuchungen schlieBen 
zu diirfen, daB sowohl Koprosterin wie das isomere Dihydrochole- 
stern den Darm des Menschen auch bei giinstigen Lésungs- 
bedingungen unresorbiert durchlaufen. Das ist ein fiir die Re- 
sorptionsphysiologie insofern bemerkenswertes Resultat, als das 
ungesattigte Cholesterin unter gleichen Lésungsbedingungen — 
wie friihere Untersuchungen von Biirger und Habs!*) zeigten — 
sehr leicht vom menschlichen Darm ins Blut aufgenommen wird. 
Auch dieses Beispiel zeigt wieder, daB nicht einfache physikalisch- 
chemische Bedingungen allein die Gesetze der Resorption be- 


herrschen. 
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Nachtrag zu der Arbeit . 
» Vergebliche Versuche zur Abtrennung des antirachitischen vom 
toxischen Faktor in Bestrahlungsprodukten des Ergosterins“ 


Von 


A. Windaus, P. Busse und G. Weidlich. 


(Aus dem Allgem. Chemischen Universitéts-Laboratorium Géttingen.) 
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(Der Redaktion zugegangen am 5. September 1931.) 


Wie in der friiheren Arbeit!) auseinandergesetzt wurde, 
besteht im den normal bestrahlten Ergosterinpriparaten ein 
Parallelismus zwischen antirachitischer und toxischer Wirkung; 
und dies spricht dafiir, daB beide Wirkungen durch denselben 
Stoff bedingt sind. 

Nun gelingt es aber durch verschiedene MaBnahmen, z. B. 
durch Erhitzen auf 200° oder durch Hydrieren mit Natrium und 
Athylalkohol, Produkte zu erhalten, die ihre antirachitische 
Wirkung verloren, ihre toxische Wirkung dagegen beibehalten 
haben. Fir diese tberraschende Tatsache kann man mehrere 
Erklarungen versuchen: 

1. Unter der Voraussetzung, dai das Vitamin im urspriing- 
lichen Bestrahlungsprodukt sowohl die antirachitische wie dic 
toxische Wirkung bedingt, miissen die neuen Beobachtungen so 
gsedeutet werden, daB das Vitamin dureh Erhitzen oder durch 
Hydrierung in einen neuen Stoff oder in mehrere umgewandelt 
wird, die antirachitisech unwirksam, aber noch toxisch sind. 

2. Unter der Voraussetzung, dai die antirachitische und 
toxische Wirkung im urspriinglichen Bestrahlungsprodukt von 
zwel verschiedenen Stoffen hervorgerufen wird, muB man die 
neu gefundenen Tatsachen so deuten, 

a) dafi entweder der antirachitische Stoff durch die Erhitzung 
oder Hydrierung in ein unwirksames Derivat verwandelt wird, 
wahrend der toxische Stoff unverandert bleibt oder 


1) Diese Z. 197, 167 (1931). 
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b) daB der antirachitische und der toxische Stoff beide ver- 
findert werden, daf aber das Umwandlungsprodukt des anti- 
rachitischen unwirksam geworden ist, wihrend dasjenige des 
toxischen giftig geblieben ist. 

Wir haben nun in der letzten Zeit Versuche durchgefiihrt, die 
beweisen, daB derjenige Stoff, der die toxischen Wirkungen hervor- 
ruft, bei der Hydrierung mit Natrium und Athylalkohol und 
iibrigens auch beim Erhitzen verindert wird. Der Erklirungs- 
versuch 2a ist also sicher falsch, und es bleiben noch die beiden 
Deutungen 1 und 2b iibrig. Der Weg, auf dem wir dies Ergebnis 
erreicht haben, ist der folgende: Wir haben ein mit Magnesium- 
funken bereitetes Ergosterinbestrahlungsprodukt von der iiblichen 
Wirksamkeit und Giftigkeit!) genommen und haben es in 3 Teile 
ceteilt. 

1. Den ersten Teil haben wir bei 80° 50 Stunden mit Malein- 
siiureanhydrid behandelt. ‘Hierbei vereinigten sich 93°/, des 
Materials mit dem Maleinsiureanhydrid, und der sehr geringe 
neutrale Rest”), der nicht in Reaktion getreten war, hatte weniger 
als 1/, der antirachitischen und toxischen Wirksamkeit des Aus- 
cangsmaterials. Ks ist also sicher, daB derjenige Stoff, der im 
urspriinglichen Bestrahlungsprodukt die toxische Wirkung bedingt 
hatte, sich unter den angewandten Bedingungen praktisch voll- 
stindig mit dem Maleinsaéureanhydrid verbunden hatte. 

2. Kinen zweiten Teil des Ausgangsmaterials haben wir energisch 
mit Natrium und Athylalkohol hydriert und erst dann genau in 
derselben Weise mit Maleinsiureanhydrid behandelt wie im Fall 1. 
Ganz im Gegensatz zu dem urspriinglichen Bestrahlungsprodukt 
trat das hydrierte Priparat®) fast gar nicht (nur zu 3°/,) mit dem 
Maleinséureanhydrid in Reaktion, und der nach der Aufarbeitung 
verbleibende neutrale Anteil, der bei weitem die Hauptmenge 


1) Bezeichnung M.D. 30. Umwandlung 45°/,; [«]7,° = + 12,6° (Lésungs- 
mittel Petrolather); das Absorptionsspektrum, das erst nach 14 Tagen 
vemessen wurde, war dasjenige eines gealterten Bestrahlungsproduktes [Diese 
Z. 196, 108 (1931)}: 

Maximum 280 mp, Absorptionskoeffizient einer 0,02°/,igen Lésung in 
Normalbenzin 2,18. Antirachitische Grenzdosis (Ratte) 0,05 y, toxische 
(‘renzdosis (Maus) 0,1 mg. 

2) Bezeichnung P.B. 3. [«]p°=-+ 18,2° (Lésungsmittel Petrolather). 
Absorptionsspektrum, Maximum 280 mj, Absorptionskoeffizient einer 
(,02°/,igen Lésung in Normalbenzin 0,89. 

3) [e]p =+ 22,49, Absorptionsspektrum, Maximum bei 248 my, 
Absorptionskoeffizient 0,615 fiir eine 0,02°/,ige atherische Lésung. 
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des Materials ausmachte, war mindestens so giftig wie das Aus. 
gangsmaterial. Der toxische Faktor hat also nach der Behandlung 
mit Natrium und Athylalkohol zwar seine toxische Wirkung bei- 
behalten, aber seine Fahigkeit, Maleinsiureanhydrid zu addieren, 
eingebiiBt. 

8. Der dritte und letzte Anteil des urspriinglichen Be. 
strahlungsproduktes wurde 4 Stunden auf 180° erhitzt und dann 
in derselben Weise wie im Falle 1 und 2 mit iberschiissigem 
Maleinsiureanhydrid erwarmt. Das Erhitzungsprodukt verband 
sich hierbei zu 72°/) mit dem Maleinséiureanhydrid; der betracht- 
liche neutrale Anteil’) (28°/,), der bei der Aufarbeitung zuriick- 
bheb, war sogar giftiger als das urspriingliche Bestrahlungsprodukt. 


Der im Erhitzungsprodukt vorhandene toxische Faktor verhiilt ae 
sich also gegeniiber Maleinsiureanhydrid durchaus anders wie 
derjenige des urspriinglichen Bestrahlungsprodukts und mub 

daher von ihm verschieden sein. 

Wihrend diese Versuche im Gange waren, ist es uns gegliickt, Aust 
das Vitamin D selbst in krystallisiertem Zustande darzustellen.®) dies 
Auch das reine Vitamin ist in sehr hohen Dosen toxisch. Es zeigt aa 
an der Ratte die antirachitische Grenzdosis 0,03 vy und an der Maus “ ' 

' ' 7 fi : erst 
die toxische Grenzdosis 0,05 mg; das ist ungefihr dasselbe Ver- las 
haltnis von antirachitischer zu toxischer Grenzdosis, das auch dic waa 
amorphen Praiparate von Vitamin zeigen. Nicht nur die anti- iol 
rachitische, sondern auch die toxische Wirkung der Ergosterin- pee 

. ~ ; : s1ere 
bestrahlungsprodukte ist also durch das Vitamin selbst bedingt, aa 
und von den oben versuchten Erklirungen ist die an erster Stelle a 
angefiihrte die richtige. hicam 

1) [a}},” =+ 67,6° (Lésungsmittel Petrolither), Absorptionsspektrum der 
Maximum 289 my, Absorptionskoeffizient einer 0,02°/,igen Lésung in Normal- aus} 
benzin 1,92. Ans 

*) Proceedings Royal Society B, 108, 568 (1931). kon 
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Neue Versuche iiber die Einwirkung von Papain 
auf Ureasepraparate. 


Von 


Joseph Zakowski. 
Mit 15 Figuren im Text. 


(Aus dem Biolaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A.-G. Ludwigshafen a. Rhein.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18, August 1931.) 


Durch die Sumnersche?) Entdeckung, daB es bei geeignetem 
Ausgangsmaterial sehr leicht gelingt, ein krystallines Globulin zu 
erhalten, dessen waBrige Ldsungen sich durch eine ureatische 
Aktivitét von bis dahin unbekannter GréBe auszeichnen, war zum 
erstenmal die Moéglichkeit gegeben, etwas Exaktes tiber die 
chemische Natur eines Enzyms zu erfahren. 

In seinen ersten Veréffentlichungen vertritt Sumner?) die 
Ansicht, daB die Urease identisch sei mit dem regular krystalli- 
sierenden Globulin. Doch alle von Sumner hierfiir vorgebrachten 
Argumente vertragen sich auch mit der unter anderen von Wald- 
schmidt-Leitz*) geiuBerten Meinung, daB das Globulin nur ein 
bevorzugter Triéger eines noch ganzlich unbekannten Stoffes ist, 
der bei geeignetem px Harnstoff zu spalten vermag. Exakter 
ausgedriickt, wiirde nach der zunichst von Sumner vertretenen 
Ansicht die aktive, fiir die Harnstoffspaltung unerléBliche Atom- 
konfiguration zu einer bzw. einigen von den Aminosauren gehoren, 
welche den Kiwei8stoff zusammensetzen. Nach der zweiten An- 
sicht ist diese aktive Atomgruppierung Bestandteil eines Mole- 
kiils, welches auch ohne das Globulin existieren kann, mit diesem 
aber bevorzugt salzartige oder adsorptive Bindungen eingeht. In 
seinen letzten Publikationen aus dem Eulerschen Institut‘) zieht 


1) J. of Biol. Chem. 69, 435 (1926). 

2) Vgl. z. B. Naturwissensch. 16, 145 (1928). 

3) Diese Z. 195, 260 (1931). 

4) Diese Z. 189, 218 (1930); Ber. chem. Ges. 68, 582 (1930). 
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Sumner neben der zunachst vertretenen Identitét von Ferment 
und Globulin auch die zweite oben erwahnte Moglichkeit als 
vollstindig gleichberechtigt in den Kreis seiner Erwigungen. 

Ist das von Sumner entdeckte Globulin, sei es als ,,Triger‘ 
eines noch unbekannten Stoffes, sei es als Kette von Amino. 
siiuren, welche an einer oder melhreren Stellen die aktive Gruppe 
als Substituenten tragt, fiir die Harnstoff spaltende Wirksamkeit 
der Urease unerliéBlich, so mu mit fortschreitendem proteoly- 
tischem Abbau dieses EiweiBkorpers auch eine fortschreitende 
Schwichung der ureatischen Wirksamkeit parailel gehen. Diese 
Fragestellung ist vor einiger Zeit in einer ausfihrlichen Arbeit 
behandelt worden.!) Es ergab sich sowohl mit Papain als auch 
mit Trypsin eine deutliche, mit der Zeit kontinuierlich fort- 
schreitende Schwichung der ureatischen Wirksamkeit der unter- 
suchten Praparate. Ein Zusammenhang dieser Schwichung mit 
der Proteolyse lieB sich sehr wahrscheinlich machen. 

Kurz nach der Ver6ffentlichung der erwahnten Arbeit be- 
richtete Waldschmidt-Leitz?) iiber ahnliche Versuche auch mit 
,,krystalliner Urease“. Dieser Autor fand sowohl Papain al: 
auch Trypsin selbst bei tagelangem Eimwirken ohne EinfluB auf 
die ureatische Wirksamkeit seiner Praiparate. Dieser Konstanz 
der ureatischen Wirksamkeit ging in eimem Fall eine deutliche 
Abnahme der Fallbarkeit des tryptischen Verdauungsansatzes mit 
Sulfosalizylsiure parallel, d. h. die fortschreitende Proteolyse des 
Globulins war ohne EinfluB auf die Aktivitét der Urease. Hierau: 
zieht Waldschmidt-Leitz den SchluB, daB das Sumnersche 
Globulin zwar einen bevorzugten aber keineswegs notwendigen 
T'rager eines noch ginzlich unbekannten Stoffes Urease darstellt. 

Selbst wenn man davon absieht, daB diese Argumentatiou 
sich auf Versuche stiitzt, die nur bei einer einzigen, sehr 
ungiinstigen Wasserstoffionen konzentration durchge- 
fiihrt wurden, so Bleibt noch immer der Einwand, daB bei der 
Verdauung unter den von Waldschmidt eingehaltenen Be- 
dingungen aus den Molekiilen des Sumnerschen Globulins Teile 
herausgebrochen werden kénnten, welche einerseits die aktiven 
Gruppen noch intakt enthalten und andererseits auch groB genug 
sind, um noch als ,,Trager‘’ zu fungieren. Jedenfalls schien e: 
geboten, auf Grund der Befunde von Waldschmidt-Leitz eine 





1) Zakowski, Biochem. Z. 229, 41 (1930). 
2) a. a. O. 
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Reihe der eigenen Resultate von neuen Gesichtspunkten aus 
nachzuprifen. 

In den folgenden Versuchen kam als Ureasepriiparat wieder 
die Arleo-Urease zur Verwendung. Doch war die Aktivitat dieses 
Priiparates rund 2,5mal so groB als die des friher verwendeten. 
Zur Nachpriifung der Waldschmidtschen Angaben lheB man 
folazende Verdauungsansitze 19 Stunden lang bei 30° laufen: 

A. 5cem Arleo-Extrakt 1: 5 filtriert. Trockengehalt 5,96°/). 

50 ccm m/2-Phosphatpuffer py = 6,92. 
25 ccm mit Blausaure aktiviertes Papain') (etwa 150 mg Merck). 

B. 5 cem Arleo-Extrakt 1:5 aufs fiinffache verdiinnt, sonst wie A. 

C. 5cem Arlco-Extrakt 1:5 aufs zehnfache verdiinnt, sonst wie A. 


Zur Priifung der ureatischen Wirksamkeit wurden je 2 ccm dieser Loésung 


zu folgendem Ansatz (Harnstoffspaltungsansatz) gegeben: 


5 ccm m/2-Phosphatpuffer py = 6,92. 
2 ccm m/1-Harnstoff. 
leem H,O. 
Die Harnstoffspaltung lief bei 30° 10 Minuten lang. die 
wurde unterbrochen durch Zugabe von 10 cem gesiattigter Kalium- 
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Fig. 1. 
Ureasemenge und Umsatz. Spaltung im ublichen Ansatz 10 Minuten bei 30°, 


carbonatlésung. Der gebildete Ammoniak wurde bei 40° mit Luft 
in 20 cem vorgelegte n/10-H,SO, ttbergetrieben. Die funktionelle 
\bhingigkeit des Umsatzes unter diesen Bedingungen von der 
inzymmenge gibt Fig. 1. 

Wie die Tab. 1 zeigt, iindert sich unter den gegebenen Be- 
dingungen die Aktivitét der Urease durch den Papainzusatz 
innerhalb von 19 Stunden praktisch nicht. 


1) Zur Aktivierung wurden auf 100 ccm der Papainlésung 20 ccm Blau- 
saure nach Willstatter gegeben und die Lésung 2 Stunden bei 40° belassen. 
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Tabelle 1. f 


Urease und Papain-Blausaure bei 30° und px=6,92. 
Aktivitat in ccm n/10-NH3. 








2 ecm n/10-NH, nach Stunden 
Lésung thiaihtostenin bi ue ce 

0 19 

A 12,50 12,55 Lésul 
12,30 12,45 

B 2,65 2,70 == 
2,55 | 2,80 A! 

C 1,40 1,30 
1,37 1,28 B’ 





DaB die Schwichung der Urease durch Papaincyanhydrin C’ 
beim pu = 7,2 gegeniiber den starker sauren Verdauungsansitzen 
stark abnimmt, war bereits in der oben erwahnten Arbeit fest- 1 


gestellt worden. Bei 80° und einem pu=7,2 betrug die Schwichung 
nach 7 | 
50°/, war. Diese Versuche lassen sich aber schlecht mit denen 


, ‘il 
Stunden 15°/,, wahrend der entsprechende Wert bei px =5 ae ; 


von Waldschmidt-Leitz vergleichen, da die Konzentration in 2 
den Verdauungsansiitzen an Ureasepraiparat etwa nur 14/,, an § I 
Papainpraparat etwa das Zwanzigfache der Waldschmidtschen @ .,,, 
Ansiatze betrug. 2 Ver 
Sumner fand den isoelektrischen Punkt der Urease bei Papai 

pu =5. Nimmt man mit Willstaitter!) an, daB das Papain natal 
bevorzugt die undissozierten Eiweibstoffe abbaut, so miuBte bei I 
pu = 5 die stirkste Emwirkung des Papains auf die Urease zu 9 pinfy 
erwarten sein. Ks schien darum angebracht, in den oben erwahnten @@ <j; 
Ansitzen (Tab. 1), die bei ph =7 das von Waldschmidt- @ , g, 
Leitz geschilderte Verhalten zeigten, den Hinflu8 einer Ver- Papai 
schiebung der Wasserstoffionenkonzentration nach der sauren fakes 
Seite hin festzustellen. an 
Die Tab. 2 zeigt die der Tab. 1 entsprechenden Werte fir ¥& Giftst 
folgende 3 Ansatze: mit de 
A’. 5ccm Arlco 1:5 aufs fiinffache verdiinnt. imme: 

50 ccm m/20-Phosphatpuffer py = 6,92. nachs 

25 ccm Papaincyanhydrin 1: 100. artige 

B’. 5ccm Arlco 1:5 aufs fiinffache verdiinnt schrei 

50 com doppelt destilliertes H,O Pu = 5,54. Selves 

25 ccm Papaincyanhydrin 1 : 100 ee 





1 


1) Z. physiol. Chem. 188, 198 (1924). 
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C’. 65ccm Arleco 1:5 aufs fiinffache verdiinnt. 
50 cem m/50 Citratpuffer py = 5. 
25 ccm Papaincyanhydrin 1: 100. 


Tabelle 2. 


Urease und Papain-Blausiure py-Abhangigkeit 30°. 





SS ST 























ecm n/10-NH, nach Stunden - 

Losung PH bei 30° lo 

. ; ae eanaie Schwachung 

A’ 6,92 2,50 2,25 9 
Phosphatpuffer 2,48 2,30 

B' 5,54 2,70 1,80 33 
ohne Puffer 2,80 1,89 ‘ 

C' 5,0 2,60 1,10 57 
Citratpuffer 2,55 1,10 7 


Die Werte der Tab. 2 bestatigen die Erfahrungen der oben 
erwahnten Arbeit auch fiir Ansitze, die bel pa =7 das von 
Waldschmidt-Leitz geschilderte Verhalten zeigen. Die Schwi- 
chung, welche die Urease im Ansatz C’ erleidet, ist komplexer 
Natur, da auch der Citratpuffer das Ferment schadigt. 

Um die auBer dem Papain in den Verdauungsansitzen noch 
vorhandenen schadigenden E:nfliisse auszuschalten, wurde in einer 
3. Versuchsreihe neben jedem Versuch ein Blindversuch ohne 
Papain angesetzt. Diese Versuche sind in Tab. 3 zusammen- 
vestellt. 

Die Tab. 3 zeigt auch den schon friiher beobachteten starken 
KinfluB der den Puffer zusammensetzenden [onen auf die 
Schwichung der Urease. Es wird fast der Hindruck erweckt, als 
0b das Phosphation eine Schutzwirkung auf die Urease dem 
Papain gegeniiber ausiibt. Diese Beobachtung berechtigt zu 
iolgendem Einwand: Es ist bekannt*), daB das Phosphation die 
Urease gegen gewisse Schwermetallionen schiitzen kann. Solche 
(iftstoffe kénnen aber, sei es mit dem destillierten Wasser, sei es 
it dem Puffer, sei es schlieBlich mit den beiden Enzympriparaten, 
immer in den Verdauungsansatz gelangen. Sie kénnten aber zu- 
nachst wirkungslos bleiben infolge einer Schutzwirkung der eiweib- 
artigen Losungsgenossen der Urease bzw. des Papains. Mit fort- 
‘chreitendem Abbau dieser Proteine durch das Papain wiirde die 
Schwichung der Urease immer deutlicher werden. 


') Sumner u. Myrback, Z. physiol. Chem. 189, 218 (1930). 
































Sc a BEBe £PRE s asrds sesso na EF x 
Pe Se2essesse2aans cs “ isl 8s 8203853 soak 
Sat SS tos Ya S S Foe 2 @ = 7 oo © Site Lonel 
Tabelle 3. 
Verdauungsansatze: 1 cem Arlco 1: 5 aufs fiinffache verdiinnt, 10 ccm Puffer, ‘ d 
5cem Papain-HCN (30 mg Merck), en eee er — 
Blind , Arl 5 ants finffack di Puff oben erwahnten Harn- 
indversuche: leem Arlco 1: 5 aufs fiinffache ver innt 10cem Puffer, stoffspaltungsansatz. 
5 ccm 2mal destilliertes H,O 
Pu des Ansatzes bei 30° ecm n/10-NH, 
a] 0 
Puffer nach Stunden nach Stunden / 
, Schwaichung 
0 | 19 0 19 
i] Versuche 4,58 | 4,48 a6 a,#8 34 
ox Citronenséiure—Phosphatpuffer : “a 2,6 1,70 
e ach Me. Ilvaine!) pa — 4, , , 2,65 : 
i nach Mo. iivaine’) pa = 4,4 | Blindversuche 4,51 4,58 yr yi - 
2 ' av my) dD 
N 
. 3,1 2,72 
= \° a Ts ) ale one ’ ’ 
=F Citronensaure—Phosphatpuffer Versuche | 3,1 2,81 se 
Y ; 
ac N ° Tai = § . ; 5 
2 nach Me. Ilvaine py = 5 a ee oe _ | o] 2,83 3,15 = 
nd _ 3,0 
, 9 yA 
Versuche 4,98 5,01 es | pi 63 
m/5-Citratpuffer py = 5 | 1.60 | 105 
; ’ = 
| Blindversuche 4,98 5,00 1,50 | 1,00 ” 
as , ie 335 | 245 
statt Puffer 2mal destilliertes | Versuche 5,01 5,46 3,25 2,42 26 
H,O ; 3,10 | 3,20 
2 TO . 4 ») > ( ’ ’ am» 
| Blindversuche §,12 6,94 3'06 3°18 
- | 
al ') Me. Ilvaine, J. of biol. Chem. 49, 183 (1921), 
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Um diesem Einwand, soweit er die durch das destillierte 
\Vasser hineingebrachten Giftstoffe betrifft, zu begegnen, wurden 
die in Tab. 4 wiedergegebenen Versuche ausgefiihrt. Zu diesen 
Versuchen wurde ein neues Papainpraparat (Papain Merck 1 : 80) 
benutzt. Ks war -bedeutend inaktiver als das in den bisher auf- 
vefiihrten Versuchen angewandte Papain Bohringer. Fig. 2 gibt 
die nach der Willstatterschen Vorschrift ermittelte Gelatine- 
spaltung in Kubikzentimeter n/5-K(OH) in Abhingigkeit von der 
Enzymmenge in Milligramm. Wie man sieht, besitzt, das Papain 
Merck nur 1/, der Aktivitiét des Papains Bohringer. Wiihrend 
von dem letzteren in den bisher angefiihrten Versuchen filtrierte 


« ome ascii 
ot 

















Pagan Mera + 4 
Papa Balvinge 
s ne as 
ag ———__—__» 
Fig. 2. 
Papainmenge und Umsatz bei der Hydrolyse von Gelatine. 1 Stunde bei 40°, py, = 5. 


wiBrige Extrakte 1: 100 verwendet wurden, betrug dieses Ver- 
hiltnis in den Ansatzen mit dem Praparat Merck 1:10. Wie ein 
Vergleich der Vertikalreihen zwei und drei der Tab. 4 zeigt, 
enthalten diese konzentrierten Extrakte keinerlei die Urease 
schidigenden Substanzen. 

Bei den in der Tab. 4 mitgeteilten Versuchen wurde einmal 
loppelt destilliertes Wasser verwendet!) und zum Vergleich die 
sleiche Menge in Quarztiegeln auf den hundertsten Teil ein- 
cedampftes destilliertes Wasser, wie es in den Versuchen der 
ersten Arbeit verwendet worden war. 

Aus den Werten der Tab. 4 ergibt sich, daB die mit dem 
destillierten Wasser in die Verdauungsansitze gebrachten Stoffe 
den Verlauf der Schaidigung der Urease durch das Papain nur 
unwesentlich beeinflussen kénnen. Das ergibt sich auch aus der 
Fig. 8. 





1) Die zweite Destillation erfolgte aus GlasgefaBen durch Quarzkiihler. 
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Diese Figur gibt die Schwichung der Urease in folgenden 


Ansatz: 


10 ccm 0,4°/, Arico, 
3 ccm Papain (1:10) + HCN, 
2 ccm m/5-Citratpuffer py = 5. 


Tabelle 4. 


Papain (Merck) und Urease. EinfluB von im destillierten Wasse; 
enthaltenen Giftstoffen. 























tie E [i ae 
+ BSS an 
~ & an Se 2 8 ©.) 5ceem Arleo 1: 100, i _. = 
Sea” |= A, ge | 2ccm m/5-Citratpuffer gi a a 
ar our re Sj} pa = 5, 3 ccm Papain wall ry” ond 
Ansatz ms , 2 lox aS (1:10) + HCN Pu=4,4, com P 
ong ls j8o8 5 3 (1:10) + H 
Zier |gse,% eT wanes 
= ~ 
4g a s hidg | 6ccm H,O 6ccm H,0}4cem H,O ‘ 
SEs = & S | a 2) doppelt | auf '/io | doppelt — auf 
i» aS x Z| destilliert eingeengt | destilliert ein; 
ecm n/10-NH,') 
eof 913,80 3,60)3,10 3,14)3,10 3,05 2,78 2,75)3,35 3,45 3,60 5 
nach Std. bei 30° 
119] 2,35 2,20/2,34 2.30/1,50 144 1,35 1,28/2.20 2.22 210 
®', Schwachung.. . 34 26 52 52 35 4 


Dabei wurde die Urease einmal in gewohnlichem destillierten 
Wasser gelést (in der Figur o-++-) und in einer parallelen Versuchs- 
reihe in doppelt destilliertem Wasser. Die Ansiatze liefen bei 40°. 
Ks wurden ihnen nach Ablauf der aus der Figur ersichtlichen 
Zeiten immer je 2ccm entnommen und zu dem bereits oben er- 
wihnten Harnstoffspaltungsansatz gegeben, der aber diesmal 
15 Minuten bei 50° lef. In allen folgenden Versuchen ist diese 
erhéhte Versuchstemperatur und verlingerte Versuchsdauer bei- 
behalten. Die Abhangigkeit des Umsatzes von der Enzymmenge 
unter diesen Bedingungen gibt Fig. 4. 

In der Versuchsreihe, die in der Fig. 3 wiedergegeben ist, 
liefen neben den eigentlichen Verdauungsansétzen Blindversuche 
ohne Papain. Nach Ablauf der Versuchszeiten wurden die 3 ccm 
Papain auch diesen Ansitzen zugesetzt und ihnen nunmehr aucl 


1) Die Kubikzentimeter Ammoniak beziehen sich auf die aus dem oben 
genannten Harnstoffspaltungsansatz durch 2ccm der im Kopf der Tabelle 
stehenden Ansétze wahrend 10 Minuten bei 30° freigemachte Menge. 
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2eem entnommen und zum Harnstoffspaltungsansatz gegeben. 
Die Blindversuche gruppieren sich um die oberen Grade der Fig. 3. 

Wie sich aus der Fig. 3 ergibt, betrigt die Schwachung der 
Urease in dem erwéhnten Ansatz nach 5 Stunden bei 40° 36°/, 
und zwar bezogen auf die Werte fir die Blindversuche. In der 
ersten Untersuchung wber diesen Gegenstand ergab sich in dem 
gleichen Ansatz allerdings mit einer fast doppelt so hohen 


| Ureasekonzentration und einem aktiveren Papainpréparat unter 
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Fig. 3. Fig. 4. 
Urease und Papain Merck mit einfach und Umsatz und Ureasemenge bei 50° nach 
mehrfach destilliertem Wasser. 15 Minuten. 


sonst gleichen Bedingungen eine Schwaéchung von fast der 
doppelten GrdéBe. 

Die ausgezogenen Kurven der Fig. 5a geben die analogen 
Versuche mit dem Papain Bohringer (1:10) wieder. Die ent- 
sprechende Schadigung nach 5 Stunden betrigt 71°/,. Um die 
Komplikation, welche eine Schidigung der Urease durch den 
Puffer allem in die beobachteten Effekte bringt, zu umgehen, 
wurde der Citratpuffer durch einen Citronensiure-Phosphatpuffer 
vom gleichen px = 5 ersetzt. Diese Versuche gibt das gestrichelte 
Liniensystem der Fig. 5a wieder. Man sieht, daB die in diesem 
Puffer vorhandene Jonenkombination im Gegensatz zum reinen 
Citratpuffer die Urease bei 40° innerhalb von 5 Stunden kaum 
schidigt.1) Bezieht man den Grad der Schadigung nach 5 Stunden 
wieder auf die Blindversuche, so erhalt man einen Wert von 34,5°/,. 





1) In den folgenden Figuren tragen die den Blindversuchen entsprechenden 
Punkte um die den Verdauungsversuchen entsprechende Markierung noch 
einen Kreis. 
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In der Fig. 5b sind zwei Versuchsreihen mit Citratphosphat- 
puffer px = 5 wiedergegeben, von denen die eine — die untere 
ausgezogene Grade — mit Papain Bohringer (1:10) + Blausaure 
durchgefiihrt war, wahrend die andere (gestrichelte Linie) mit 
unaktiviertem Papain Bohringer (1:10) angesetzt wurde. Die 
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Blindversuche beziehen sich auf das aktivierte Papain. Man 
sieht wieder deutlich die Wirkung der Aktivierung, trotzdem 
sich die Blauséure in den zur Aktivierung verwendeten Konzen- 
trationen als unwirksam erwies. 

Die Fig. 5¢ schlieBlich gibt die gleichen Versuche mit Papain 
Merck. Die Werte, welche die Ansitze mit dem unaktivierten 


Papain ergaben, liegen auf der gleichen Geraden — Parallelen 
zur Abszisse — wie die Blindversuche. Damit ist ganz eindeutig 
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gezeigt, daB das unaktivierte Papain Merck selbst keinerlei die 
Urease angreifenden Stoffe enthalt. Durch Zugabe von Blau- 
siure ergibt sich deutlich eine stetig mit der Zeit fortschreitende 
Schadigung. 

DaB die Blausdure in der zur Aktivierung verwendeten Kon- 
zentration keinen Einflu8 auf die sich aus anderen Faktoren 
ergebende Schidigung der Urease hat, zeigt die Fig. 5d. Die 
Ansétze der in dieser Figur wiedergegebenen Versuche waren 
folgende: 

1. 2ccm m/5-Citratpuffer py = 5, 

10 ccm 0,4°/, Arlco, 
3 ccm Blauséure (Konzentration wie zur Aktivierung). 
(In der Figur +). 
2. 2ccm m/5-Citratpuffer py = 5. 
10 ccm 0,4°/, Arico. 


Hierzu wurden die 3 ccm Blausdure erst nach Ablauf der in der Figur 
angegebenen Zeiten zugesetzt. (In der Fig. O). 


Aus beiden Ansaétzen wurden dann je 2ccm zu dem _ obenerwahnten 
Harnstoffspaltungsansatz gegeben und die wahrend 15 Minuten bei 50° ge- 
bildete Menge Ammoniak bestimmt. 

Es ergibt sich also eindeutig, daB die Schadigung, welche die 
Urease durch das mit Blausiure aktivierte Papainpriparat Merck 
be1 40° und px = 5 erleidet, zusammenhingt mit der proteo- 
lytischen Wirksamkeit des Papains. 

Zu dem gleichen Resultat fiihrt auch noch eine zweite Uber- 
legung. Die Fig. 2 zeigt den groBen Unterschied der mit Blau- 
siure aktivierten Priparate Bohringer und Merck hinsichtlich 
ihres Vermoégens, Gelatine zu spalten. DaB die gleiche Abstufung 
in der Wirksamkeit der beiden Priéparate auch hinsichtlich der 
Schwichung besteht, welche die Urease durch sie erfihrt, lehrt 
ein Vergleich der Figg. 5b und 5c. 


Fig. 6 zeigt noch einmal das gleiche nur mit etwas anderen Ansitzen. 
Es handelt sich um folgende Ansitze: 


2 ccm 3mal destilliertes H,O. 
10 ccm Arlco 0,3°/>. 
3 ccm mit HCN aktiviertes Papain 1: 10 Merck (e) bzw. Béhringer (+). 


Die Blindversuche fielen fiir beide Praparate auf die gleichen Geraden 
(die oberste Kurve der Figur). Im Gegensatz zu den Figg. 5a—5c ist diese 
Gerade zur Abszisse geneigt. 

Auch dies ist wieder ein Hinweis auf die schiitzende Wirkung 
des Phosphations auf die Urease. 
1% 
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Tabelle 5. 


po der Verdauungsansétze von Urease und Papain-Blausaure 
ohne Puffer. 





Papain Bohringer 
nach Stunden 


Praparat Merck 
nach Stunden 








0 | 5 0 5 
Versuch mit Papain...... 484 (| 4,83 5,19 | 5,32 
Blindversuch ohne Papain. 526 | 4,72 5,79 | = 5,65 


Die Tab. 5 gibt ittber die Wasserstoffionenkonzentration der 
obenerwéhnten Ansatze Auskunft. Interessant ist, daB in allen 
Verdauungsansiitzen mit dem durch Blauséure aktivierten Papain 
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Bohringer die Aktivitétsverminderung der Urease gegeniiber dem 
Blindversuch ausgedriickt in ccm n/1ONH, bei pa = 5 und bei 
40° nach 5 Stunden unabhiéngig von der Art des Puffers ziem- 
lich genau 2,5 betragt. 

Mit den zuletzt angefithrten Versuchen dirfte die Schwichung 
der Urease durch Papain bei px = 5 eindeutig auf die proteo- 
lytische Wirksamkeit dieses Enzyms zuriickgefiihrt sein. Uber 
eine direkte Kinwirkung des Papains auf die Urease ist aber 
damit gar nichts ausgesagt. Die Schwichung der Urease kann 
namlich auch indirekt mit der proteolytischen Tatigkeit des Papains 
zusammenhaingen. Und zwar einmal dadurch, daB die Abbau- 
produkte der im Verdauungsansatz vorhandenen eiweifartigen 
Stoffe schadigend wirken und zweitens dadurch, daB durch die 
Proteolyse Schutzkolloide gegen irgendwelche im Ansatz_ vor- 
handenen Giftstoffe beseitigt werden. 
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Der erste Einwand ist bereits in der friiheren Untersuchung 
dadurch widerlegt worden, daB den Ansiitzen Lésungen zugesetzt 
wurden, in denen die Urease bis zur Inaktivierung mit Papain 
behandelt worden war. Es ergab sich kein Effekt. Der zweite 
Einwand ist in der ersten Untersuchung nicht beriicksichtigt 
worden. 

Soweit Schwermetallionen als Giftstoffe in Frage kommen, 
|iBt er sich jedoch sehr leicht erledigen. Beim px = 5 liegt in Gegen- 
wart von Schwefelwasserstoff die Jonenkonzentration dieser 
Metalle unterhalb der Giftigkeitsgrenze. So konnte z. B. Sumner 
sein destilliertes Wasser, das die reinste Urease zuniichst empfindlich 
schidigte, durch Schwefelwasserstoff entgiften. Andererseits ist 
Schwefelwasserstoff als Aktivator des Papains lange bekannt. 
Tatsachlich lieB sich auch die Wirkung des Papains auf die Urease 
durch Schwefelwasserstoff aktivieren. 

Die Figg. 7a und 7b geben die entsprechenden Versuche 
wieder. Es wurden zu je 100 ccm der Papainextrakte (1:10) je 
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20 cem einer gesittigten Losung von H,S in Wasser gegeben. Je 
3cem dieser aktivierten Papainlésung bildeten mit 10 ccm einer 
0,3°/,igen Arlecolésung und 2 ecm Citronensiure-Phosphatpuffer 
pa = 5 nach Me.Ilvaine die Verdauungsansitze. Die oberste 
parallel zur Abszisse verlaufende Gerade der Fig. 7a enthalt einmal 
die Werte fiir nicht aktiviertes Papain Merck (der Extrakt 1:10 
mit 1/;H,O verdiinnt; in der Figur +) und ferner die Werte fiir die 
Blindversuche mit nicht aktiviertem Papain (in der Figur ©). Das 
unaktivierte Papain ist wieder wirkungslos, wihrend durch Zugabe 
von H,S (in der Figur x) ein deutlicher Effekt sichtbar wird. 
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Um zu zeigen, daB H,S ohne Papain in den betreffenden An- 
sitzen wirkungslos ist, wurde folgende Losung bei 40° belassen: 


2 ccm Citronensiure—Phosphatpuffer py = 5, 

10 cem 0,3°/, Arlco, 

3 ccm einer Lésung, die auf 100 ccm H,O 20 ccm gesattigte H,S-Lésuny 
enthielt. 

Die mit dieser Lésung erhaltenen Werte sind in der Fig. 7a 
(mit e) eingezeichnet. H,S an sich ist also wirkungslos. Die durch 
kleine Kreise angedeuteten Werte, die sich um die zuletzt genannte 
Gerade gruppieren, beziehen sich auf die Blindversuche mit H,S- 
Papain. Sie zeigen, daB auch aus dem Papain durch den H,S- 
Zusatz kein Giftstoff fiir die Urease entsteht. 


Die Fig. 7b gibt die entsprechenden Versuche mit dem Papain 
Bohringer wieder. Die kreisumzogenen Punkte (©) bezeichnen 
hier die Versuche mit H,S allein ohne Papain. Die Blindversuche 
fiir aktiviertes (O) und nicht aktiviertes Papain (nicht eingezeichnet) 
fallen praktisch auf dieselbe Parallele zur Abszisse. Das Papain 
Bohringer zeigt auch hier im nichtaktivierten Zustand deutliche 
Kiffekte (+- -— + in der Figur). 

Im AnschluB8 an die Aktivierung der Ureaseschadigung durcli 
Papain mit Blauséiure und Schwefelwasserstoff, wurde noch die 
Aktivierung durch Cystein studiert. Es ist bekannt, daB Cystein 
genau wie Blausiure und Schwefelwasserstoff das Papain fiir 
die Gelatinehydrolyse zu aktivieren vermag. Wie Fig. 8 zeigt, 
wird auch die Ureaseschidigung durch das Papain mit Cystein 
aktiviert. Es wurden 20 ccm einer 1,6°/,igen Cysteinchlorhydrat- 
losung zu 100 cem Papain Bohringer 1:10 gegeben. Die Ansiatze 
liefen mit Citronenséiure-Phosphatpuffer pa =5. Die Blind- 
versuche mit Papain-Cystein (CQ) und die Versuche mit Cystein 
ohne Papain (©) sind der besseren Ubersicht halber in der Figur 
noch einmal besonders aufgefiihrt. Auch hier zeigt der Aktivator 
allein keine Wirkung auf die Urease, wahrend er zusammen 
mit dem Papain (x) dessen alleinigen Effekt (+ —---+) deutlich 
steigert. 

Einen Beitrag zur Beantwortung der Frage, ob die Schwiachung 
der Urease durch das Papain direkt oder nur indirekt mit proteo- 
lytischen Vorgingen zusammenhingt, la8t sich auch durch das 
Studium der Abhingigkeit dieser Schwichung von der Urease- 
konzentration erbringen. Um diese Abhangigkeit zu untersuchen, 
wurden folgende beiden Ansitze bei 30° gehalten. 
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A. 10 ccm 2°/, Arlcolésung’), 
2 ccm m/5-Citratpuffer py = 5, 
3 ccm Papain (1:10) — Blausaure (in der Figur -}+ ©). 

B. 10 ccm 1°/, Arlcolésung, 

2 ccm m/5-Citratpuffer px = 5, 
3ccm Papain (1:10) — Blausaure (in der Figur x @). 

Von der Lésung A wurde 1 ccm, von der Lésung B wurden 
2cecm zum Harnstoffspaltungsansatz?) gegeben. Die betreffenden 
Versuche sind in der Fig. 9 zusammengestellt. Man sieht, daB die 
Geschwindigkeit der Ureaseschwichung in den Blindversuchen —- 
also durch den Puffer allein — mit der Verdiinnung etwas zunimmt. 
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Papain Bohringer + Cystein und Urease. Urease und Papain HCN. Abhangigkeit 

d. Schwaéchung von d. Ureasekonzentration. 
Ahnliche Effekte hat Sumner auch mit krystalliner Urease be- 
obachtet. Dagegen liegen die mit den Verdauungsansitzen er- 
mittelten Kubikzentimeter n/10-NH, praktisch, wenigstens fiir 
die ersten 2 Stunden, auf der gleichen Kurve. Das bedeutet aber 
in unserem Fall, daB die vernichtete Ureasemenge in der doppelt 
s0 konzentrierten Lésung auch doppelt so groB ist. Denn die Punkte 
der unteren Kurve geben ein MaB fiir die GréBe: a—z, wenn a die 
Ausgangskonzentration und x die zur Zeit t vernichteten Enzym- 
einheiten bedeutet. 





1) Es handelt sich hier um ein weniger aktives Praiparat als bisher ver- 
wendet. 

2) Dieser war im Gegensatz zu allen anderen analogen Versuchen so zu- 
sammengesetzt: 4 ccm m/10-Harnstoff + 4 ccm m/1-Phosphatpuffer pq = 7,4. 
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Da von der Lésung B doppelt so viel zum Harnstoffspaltungs- 
ansatz gegeben wurde als von der Lésung 4, so gilt die Beziehung: 


d,—%4==2(ag—2,) oder da a,=2a, ist, wird 2,=—22,. 


Anschaulicher werden diese Beziehungen, wenn man von beiden 
Verdauungsansitzen die gleiche Menge zum Harnstoffspaltungs- 
ansatz gibt, wie das bei der in Fig. 10 wiedergegebenen Versuchen 
geschehen ist. Die Verdauungsansitze waren folgende: 

A. 2ccem Citronensiure—Phosphatpuffer py = 5,05, 

10 cem 0,6°/, Arico, 
3 ccm Papain Bohringer 1: 10 + HCN. 

B. Wie A nur 10 ccm 0,3°/, Arico. 

Von beiden Verdauungsansétzen wurden je 2 ccm zum Harn- 
stoffspaltungsansatz gegeben. Auch hier ist die Beziehung x4 = 22, 
ziemlich gut erfiillt. Es scheint also eine lineare Beziehung zwischen 
Umsatz und Substrat-(Urease)-Konzentration zu bestehen. Da 
es sich hier um auB8erordentlich kleine Substratkonzentrationen 
handelt, ware eine solche Beziehung mit der Theorie von Michaelis 
und Menten!) vereinbar. Denn nach diesen Autoren ist die Ge- 
schwindigkeit einer enzymatischen Reaktion proportional mit 


nae » wo ® die Enzymkonzentration, R die Substratkonzentration 
bedeutet und A eine Konstante ist. Dieser Ausdruck geht fir 


die hier in Frage kommenden Verhaltnisse, wo g wohl gegen © 
aber nicht gegen # zu vernachlissigen ist, ttber in: one , 
¢ bedeutet die Konzentration des gebundenen Enzyms. 

Ob die festgestellte lineare Beziehung zwischen Urease- 
schwichung und der Konzentration dieses Fermentes auch ver- 
einbar ist mit der oben entwickelten Annahme einer indirekten 
Schidigung der Urease durch das Papain, laéBt sich bei der Kom- 
pliziertheit des Systems und mangels jeder Kenntnis der in Frage 
kommenden Reaktionsmechanismen nicht entscheiden. Nimmt 
man an, daB die nach der Vernichtung der Schutzkolloide wirk- 
samen Giftstoffe hauptsadchlich mit der Urease in den Verdauungs- 
ansatz kommen, so kénnte man mit der Verdopplung der Urease- 
konzentration eine Vervierfachung der Schadigungsgeschwindigkeit 
erwarten. Denn mit der Verdopplung der Ureasekonzentration 
wirde man ja nicht allein die Zahl der pro Zeiteinheit freigelegten 
Ureasemolekiile, sondern auch die Konzentration der Giftstoffe 


1) Biochem. Z. 49, 333 (1913). 
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verdoppeln. Diese Deduktion setzt freilich voraus, daB fiir die in 
Frage kommenden Konzentrationen an Giftstoff die Vergiftungs- 
ceschwindigkeit eine lineare Funktion dieser Konzentration ist. 
Voraussetzung hierfiir wiederum ware, da auch in den kon- 
zentrierteren Lésungen der Urease die Konzentration des hypo- 
thetischen Giftstoffes sehr klein ist. Da wir es mit Pflanzenmaterial 
zu tun haben, dirfte diese Annahme nicht allzu abwegig sein. 
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Schwachung der Urease durch Papain 
bei verschiedener Ureasekonz. A=2 B. 


Abhangigkeit der Ureaseschidigung durch 
Papain-HCN von der Papainkonzentration. 


Nimmt man an, da’ die Konzentration an dem Giftstoff im 
Verdauungsansatz von der Ureasekonzentration im wesentlichen 
unabhingig ist, so mute der betreffende Stoff in die Lésung 
kommen, entweder durch das Wasser oder mit dem Puffer oder 
schlieBlich mit dem Papain. Gegen die erste der drei genannten 
Méglichkeiten spricht die Tab. 4; gegen die zweite die Fig. 6, 
welche zeigt, daB die absolute AktivitaétseinbuBe in einer bestimmten 
Zeit von dem Vorhandensein eines Puffers ziemlich unabhingig ist. 

Um schlieBlich Anhaltspunkte fiir eine Beurteilung der dritten 
Méglichkeit zu gewinnen, wurde in den Verdauungsansiitzen die 
Papainkonzentration variiert. Bei den in der Fig. 11 wieder- 
vegebenen Versuchen handelt es sich um die iiblichen Verdauungs- 
ansétze mit 2 cem Citronensiure-Phosphatpuffer ph = 5, 10 cem 
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0,3°/, Arleo und 3cem mit Blausiure aktiviertem Papain Boh- 
ringer. Die Konzentration dieses Papains in der einen Versuchs- 
reihe (in der Figur +) war die ibliche 1:10, in der zweiten 
Versuchsreihe (in der Figur x) war die aktivierte Lésung 1:10 
aufs zehnfache verdiinnt worden Da den 3 ccm der aktivierten 
Papainldsung 1:10 etwa 200 mg Papain Merck entsprechen, 
so ist unter der Voraussetzung einer direkten Einwirkung des 
Papains auf die Urease durch die Verdiinnung aufs zehnfache 


kein groBer Effekt zu erwarten. Tatsichlich hat — wie Fig. 11 
zeigt — die Anderung der Papainkonzentration um eine Zehner- 


potenz nur eine Verringerung des Schidigungseffektes um etwa 1), 
zur Folge. Die durch eine Anderung der Papainkonzen- 
tration in den Verdauungsansdtzen erhaltenen Effekte 
stehen also nicht im Widerspruch mit der Annahme 
einer direkten Einwirkung des Papains auf die Urease. 


Zusammenfassung. 


1. Die Versuche von Waldschmidt-Leitz, welche die 
Unangreifbarkeit der Urease durch mit Blausaéure aktiviertes 
Papain bei pp = 7 darlegten, konnten bestatigt werden. 

2. Dagegen ergab sich in den gleichen Versuchsansatzen bei 
pu = 4,4 bis 5,5 eine deutliche Schwaéchung der ureatischen 
Aktivitat. 

3. Die Schwachung der Urease durch Papain bei px = 5 lief 
in Ubereinstimmung mit friiheren Versuchen ganz eindeutig der 
proteolytischen Wirksamkeit dieser Protease parallel. Dafiir 
konnten folgende neuen Belege erbracht werden: 

a) Ahnlich wie durch Blausiure lieB sich die Schwichung der 
Urease durch Papain aktivieren durch Schwefelwasserstoff und 
Cystein. Diese beiden Stoffe waren in den zur Aktivierung ver- 
wendeten Konzentrationen vollstindig unwirksam auf die Urease. 

b) Die Unterschiede, welche zwei Papainpraparate bei der 
Spaltung von Gelatine zeigten, finden sich bei der durch sie ver- 
anlaBten Aktivitétsverminderung der Urease wieder. 

4. Der Einwand, daB die proteolytische Wirksamkeit des 
Papains nur indirekt mit der Ureaseschidigung zusammenhangen 
koénnte — etwa durch Verdauung von Schutzkolloiden und nach- 
folgende Vernichtung des harnstoffspaltenden Fermentes durch im 
Verdauungsansatz vorhandene Enzymgifte — konnte, sowelt 
Schwermetallionen als derartige Gifte in Frage kommen, eindeutig 
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yh dadurch widerlegt werden, daB Schwefelwasserstoff bei px = 5 
= auch die Ureaseschidigung durch Papain aktiviert. 

vn 5. Die Geschwindigkeit der Schaidigung der Urease durch mit 
10 HCN aktiviertes Papain war eine lineare Funktion der Urease- 
- konzentration in den Verdauungsansitzen. Hiner Anderung der 
” Papainkonzentration folgt diese Geschwindigkeit weit schwiicher 
a als einer linearen Abhingigkeit entspriche. 

lt 


6. Die Abhangigkeit der Geschwindigkeit, mit welcher Urease 
durch Papain geschidigt wird, von der Konzentration dieser beiden 
Enzyme steht nicht im Widerspruch mit der Annahme einer 
ay direkten Einwirkung der Protease auf die Urease. 
be 7. Fir die Tatsache, daB die Urease bei px = 7 durch Prote- 
asen keine EinbuBe ihrer Aktivitaét erleidet trotz beobachteter 
KiweiBspaltung, waihrend bei px =5 durch Papain eine ganz 
deutliche der proteolytischen Wirksamkeit dieser Protease parallel 
sehende AktivititseinbuBe zu verzeichnen ist, liBt sich eine ex- 
perimentell gestiitzte Deutung bisher nicht geben. Waldschmidt- 


lie Leitz, fiir den das Sumnersche Globulin mit der Urease chemisch 
es nichts zu tun hat, kénnte die Erklarung darin suchen, daB die bei 

pa = 7 durch Verdauung ihres bevorzugten Tragers — eben des 
eI krystallinen Globulins von Sumner frei gewordene Urease einen 
en neuen Trager von gleicher Wirksamkeit findet, wihrend bei px = 5 


entweder kein geeigneter Trager vorhanden ist oder die freie Urease 
ief sofort vernichtet wird. 


er Vielleicht ware auch folgende Erklarung zu diskutieren: 
ur beim pa =7 erfolgt entweder iiberhaupt kein Angriff auf das 

Sumnersche Globulin durch Papain, oder falls er statt hat, dann 
er in einer solchen Form, daB die aus dem Globulinmolekiil heraus- 
nd gebrochenen Stiicke noch groB genug sind, um fiir die daranhingen- 
mr den aktiven Gruppen einen Trager abgeben zu kénnen. In diesem 
se. Falle ware die reinste Urease Sumners noch weiter gereinigt, 
er denn die gleiche Aktivitaét wiirde jetzt zu einem kleineren Molekiil 
y- gehoren, eine Tatsache, welche einerseits die Problematik einer 

Verbindung der enzymatischen Wirksamkeit mit dem Molekiil- 
es begriff, andererseits die Bedeutung, welche die hier geschilderten 
en Verdauungsversuche fiir die Enzymchemie haben kénnen, evident 


macht. 
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Zur Kenntnis von Sarkosinanhydrid und Sarkosylsarkosin. 
Von 
Fritz Sigmund und Engelbert Lied). 


(Aus dem analytischen Universitatslaboratorium in Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. September 1931.) 


Bei der Einwirkung von feuchter Luft auf Sarkosin-N-Carbon- 
siureanhydrid (I) bei Zimmertemperatur entsteht nach Unter- 
suchungen von F. Wessely und F. Sigmund?) unter nahezu 
quantitativer CO,-Abspaltung (II) ein sehr hygroskopischer Ko6rper, 
der nach dem Trocknen bei 20° und 0,5 mm bzw. 50° und 10 mm 
Analysenwerte liefert, welche den von N,N’-Dimethyldioxopiperazin 
(Sarkosinanhydrid) (III) nahekommen. Das Molekulargewicht der 
Substanz wurde > 850 gefunden. Bei der Sublimation zerfallt 


CH,-N-CH,-CO CH,-N-CH,-CO /Co—CH, 
| as is CHy-NC oe 
Ci) C0--—-¢) CH,— 60 

I II Ill 


sie bei 140° und 10mm in 85,8°/, Sarkosinanhydrid, 7,2°/, Sarkosin?), 
2,6°/, Wasser und 4,4°/) unsublimierbaren Riickstand. 5°/, des 
Sarkosinanhydrids waren bereits in der getrockneten Substanz 
vorhanden, sie konnten mit Chloroform-—Ather extrahiert werden.*) 
Es wurde vermutet, daB dieses praformierte Sarkosinanhydrid 
beim Trocknen aus Sarkosylsarkosin entstanden ist, welches 
gleichfalls infolge 6rtlich héherer Wasserkonzentration aus dem 
Carbonsiureanhydrid gebildet worden sein kénnte. — Aus dem 
Molekulargewicht und den Analysenwerten des héhermolekularen 
K6érpers aber konnten die Autoren zwischen einer anhydridartigen 


1) Diese Z. 159, 102 (1926). 

2) F. Wessely, Diese Z. 146, 75—80 (1925). Das bei der Sublimation 
aufgefundene Sarkosin entsteht infolge Grtlich héherer Wasserkonzen- 
tration aus dem Carbonsaureanhydrid. 

8) Der tibrigbleibende Kérper war noch mehr hygroskopisch, hatte ein 
Molekulargewicht von etwa 500 und zerfiel bei der Sublimation ebenfalls in 
Sarkosinanhydrid. 
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Struktur (IV) oder einer polypeptidartigen — Analyse und Mole- 
kulargewicht wiirden auch fiir ein Pentasarkosylsarkosin sprechen 
(V) — keine sichere Entscheidung treffen. 
wae CH,-NH-CH,-CO(N-CH,-CO),- N-CH, COOH 
{ vo CH, CH, 
IV V 


Im Hinblick auf die schon friiher besprochene Méglichkeit*), 
(iaB CO,-Verbindungen von Stoffen mit Aminogruppen nach Art 
der «-Amino-N-Carbonsiureanhydride auch fiir die im Organismus 
verlaufenden Synthesen von Bedeutung sein kénnten, schien es 
von Interesse, einen Einblick in mdglichst alle bei der Wasser- 
dampfzersetzung beobachteten Erscheinungen anzustreben. Zur 
vorbereitenden Aufklérung dieser Fragen sollte zunichst das Ver- 
alten von Sarkosylsarkosin beim Erhitzen und bei der Sublimation 
im Vakuum untersucht und weiterhin die Méglichkeit fiir den 
Aufbau der noch unbekannten Peptidreihe des Sarkosins geschaffen 
werden. Diese Aufgabe war auBerdem noch deshalb von Interesse, 
weil sowohl ttber das monomere Sarkosinanhydrid, als auch tiber 
Sarkosylsarkosin in der Literatur nur spirliche Angaben vorhanden 
und Derivate, welche sich zur weiteren Synthese eignen, iiberhaupt 
nicht bekannt sind. 

Sarkosylsarkosin wurde bereits von Levene?) aus Chlor- 
acetylsarkosin durch Umsatz mit waBriger Methylaminlésung 
gewonnen. Da diese Darstellung etwas umstindlich ist und nicht 
mit guter Ausbeute verliuft, wurde versucht, das Dipeptid durch 
\ufspaltung von Sarkosinanhydrid mit Lauge zu gewinnen. Zu 
diesem Zwecke benédtigten wir gréBere Mengen des Anhydrids. 
Die einzige Angabe zur Darstellung dieses Koérpers stammt von 
Mylius’), némlich Erhitzen von Sarkosin auf 240°. Dies schien 
wegen der bei der Reaktion entstehenden Nebenprodukte fiir 
groBere Mengen nicht empfehlenswert. Das Sarkosinanhydrid 
sollte daher ahnlich den Synthesen anderer Dioxopiperazine aus 
jem Sarkosinéthylester durch Alkoholabspaltung gewonnen 
werden.*) 

Wegen der strukturellen Ahnlichkeit mit Glycinester wurde 
merst die Einwirkung von Wasser auf Sarkosinester untersucht. 
1) Diese Z. 157, 91—92 (1926), FuBnote. 

*) J. of biol. Chem. 61, 445—464 (1924). 
°) Ber. chem. Ges. 17, 286 (1884). 
4) E. Fischer, Ber. chem. Ges. 34, 2870 (1901). 
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Infolge der Wasserldslichkeit des entstehenden Anhydrids stellt 
sich vermutlich zwischen seiner Bildung und der Verseifung des 
Esters zum Sarkosin ein Gleichgewicht ein, das eine Ausbeute an 
Sarkosinanhydrid von nur 40°/, zur Folge hat. Mit wesentlich 
besserem Erfolg kann Sarkosinanhydrid durch Erhitzen des Esters 
im Bombenrohr erhalten und diese Methode zur billigen Darstellung 
groBerer Mengen empfohlen werden. Sarkosinester steht seinem 
Verhalten nach zwischen Glycinester und den anderen Amino- 
siureestern. Wahrend Glycinester beim Erwaérmen eine hoher- 
molekulare Verbindung (Triglycylglycinester) lefert, tritt bei den 
anderen Aminoséureestern bei Kinwirkung von Wasser nur Ver- 
seifung zur entsprechenden Aminosiure ein. Sarkosinester kann 
nach beiden Methoden zum Anhydrid umgewandelt werden. 
Fiir die Aufspaltung von Sarkosinanhydrid durch Lauge 
[NaOH und Ba(OH),] wurden zunaéchst zur Ermittlung der er- 
forderlichen Konzentration, der Reaktionszeit und der entstehenden 
Dipeptidmengen quantitative mafanalytische Messungen aus- 
cefiihrt. Wir wandten die Titration in alkoholischer Lésung mit 
Thymolphthalein (px 9—10) als Indicator nach Waldschmidt- 
Leitz?) an, die es gestattet, durch Anderung der Alkoholkonzen- 
trationen Aminosiuren neben Polypeptiden quantitativ nach- 
zaweisen. Trotz eines Uberschusses von einem Mol NaOH und der 
doppelten zur vollstindigen Aufspaltung notwendigen Zeit. tritt 
ein weiterer Zerfall des Dipeptids zu Sarkosin nicht ein. Titrationen 
von analysenreinem Sarkosin in verschiedenprozentigen alko- 
holischen Lésungen ergaben, daf es in 40°/jiger alkoholischer 
Lésung noch zu 92°/,, in reinem Wasser noch zu 27°/, titriert 
werden kann. Auf Grund der quantitativen Messungen wurde nun 
eine gréBere Menge Sarkosinanhydrid mit n-NaOH aufgespalten 
und die Lauge mit Jodwasserstoffsiiure neutralisiert, um das in 
Alkohol unlésliche Dipeptid vom NaJ durch Auskochen mit 


Alkohol zu trennen. Das Reaktionsprodukt — eine in absolute | 


Alkohol leicht lésliche Substanz — enthielt NaJ, von dem es durci 
Umkrystallisieren nicht zu trennen war. Da einige Aminosauren’), 
darunter auch Sarkosin und Polypeptide mit Mineralsalzen Molekii- 
verbindungen geben, scheint es méglich, daB die vorliegende 
Substanz eine solehe Verbindung des Sarkosylsarkosins mit Jod- 
natrium ist. 





1) Diese Z. 182, 192 (1924). | 
) P. Pfeiffer, Diese Z. 85, 1 (1913) und Ber. chem. Ges. 48, 125! 


(1915); W. K. Anslow u. H. King, Chem. Z. 1980, II, 1971. 
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Als zur Aufspaltung gesattigte Barytlauge verwendet und das 
jarlum mit n-H,SO, quantitativ ausgefallt wurde, konnte in guter 
Ausbeute Sarkosylsarkosin erhalten werden. 


Das Verhalten des Dipeptids bei héherer Temperatur wurde 
unter denselben Versuchsbedingungen (50°, 10 mm iiber P,O,), 
wie sie beim Trocknen des Wasserdampfzersetzungsproduktes aus 
Sarkosin-N-Carbonséureanhydrid eingehalten wurden, untersucht. 
Das Dipeptid blieb vollig unverdndert, auch als der Druck auf 
0,003 mm erniedrigt bzw. 8° auf 70° erhitzt wurde.!) Das eingangs 
erwahnte, im Wasserdampfzersetzungsprodukt priformiert vor- 
vefundene Sarkosinanhydrid konnte demnach nicht beim Trocknen 
aus Sarkosylsarkosin entstanden sein. 

Beim Erhitzen auf héhere Temperaturen traten zwischen 90 
und 100° die ersten Spuren eines Sublimates auf, von 130—140° 
beobachtet man lebhafte Sublimation ohne duBerlich sichtbare 
Veraénderung des Sarkosylsarkosins. Das Sublimat erwies sich nach 
Analyse und Schmelzpunkt als reines Sarkosinanhydrid, sein 
Gewicht und das des quantitativ bestimmten, abgespaltenen 
Wassers bestatigen den vollstindigen Zerfall des Dipeptids in 
Anhydrid und Wasser. Das bei der Sublimation des Wasserdampf- 
zersetzungsproduktes aus Sarkosin-N-Carbonsiureanhydrid auf- 
cefundene Wasser?) kénnte also von Sarkosylsarkosin stammen, 
das bei der Wasserdampfzersetzung entstanden, beim Trocknen 
unverdindert geblieben ist und erst bei der Sublimation, wie oben 
cezelgt, verandert wurde. 

Es sollten weiter einige Derivate des Sarkosylsarkosin dar- 
gestellt werden, die fiir eine Synthese héherer Peptide des Sarkosins 
Verwendung finden kénnten. Dabei ergab sich die auffallende und 
die Untersuchung erschwerende Erscheinung, daB die meisten 
Derivate des Sarkosylsarkosins sirupés sind und auch nach vielfach 
umstandlicher Reinigung und bei tiefen Temperaturen keine 
Neigung zur Krystallisation zeigen. 

Die Veresterung*) des Sarkosyisarkosins fiihrt zu einem  sirupésen 
Esterchlorhydrat, an dem die Freisetzung des Esters sowohl mit Natron- 
lauge und Kaliumcarbonat, als auch mit der berechneten und weniger als der 


aquivalenten Menge Natriumathylat in absoluter alkoholischer Liésung ver- 
sucht wurde. In allen Fallen erhielten wir als Endprodukt Sarkosinanhydrid. 


1) Levene hat das Sarkosylsarkosin bei 78° getrocknet und richtige 
\-Werte erhalten. 

2) Diese Z. 159, 106 (1926), FuBnote. 
*) Analog Ber. chem. Ges. 34, 2872 (1901); Ber. 35, 1103 (1902). 
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Der Ester des Dipeptids scheint wohl zu entstehen, aber unter Alkohol. 
abspaltung rasch in das Anhydrid iiberzugehen. Diese Unbestandigkeit der 
Dipeptidester ist eine fast allgemeine Erscheinung, so gehen auch die Ester 
von Glycylglycin, Alanylalanin und Phenylalanyl-1l-tyrosin!) leicht in die 
entsprechenden Anhydride iber. 

Das Carbomethoxy-Sarkosylsarkosin konnte nur als nicht zur Krystalli- 
sation zu bringender Sirup erhalten werden. Das Rohprodukt wurde mit 
Thionylchlorid umgesetzt und das Chlorid mit Sarkosinester gekuppelt. Der 
entstandene Carbomethoxy-Disarkosylsarkosinester war nicht krystallisiert zu 
erhalten, ebenso war das nach der Verseifung gewonnene Carbomethoxy- 
disarkosylsarkosin ein Sirup, dessen Aquivalentgewicht bei dem zu er- 
wartenden Wert lag. Das fB-Naphthalinsulfosarkosylsarkosin ist hingegen eine 
schén krystallisierte Substanz, die in auBerordentlicher Reinheit erhalten 
werden konnte. 

Das Chloracetyl-sarkosylsarkosin — ein wichtiges Zwischenprodukt fiir 
die Darstellung des Disarkosylsarkosins — konnte ebenfalls nur als Sirup 
erhalten werden. Die Trennung von der bei der Reaktion als Nebenprodukt 
entstehenden Chloressigsiure war nur durch wiederholtes Ausfillen der Sub- 
stanz aus der Acetonlésung bei — 70° mit absolutem Ather zu erreichen. Das 
so gereinigte Produkt gab bei einer Halogenbestimmung den richtigen Chlor- 
wert.?) Fiir die Synthese des Disarkosylsarkosins wurde es mit waBriger 
Methylaminlésung umgesetzt. Das Reaktionsprodukt, ein Sirup, war beim 
Behandeln mit absolutem Alkohol nicht zur Krystallisation zu bringen. Die 
gleiche Erscheinung beobachtete Levene bei der Synthese des Dipeptides, 
erklairte sie durch die Entstehung eines Methylaminsalzes und entfernte das 
Methylamin durch wiederholtes Abdampfen mit Barytlauge. Wahrend das 
Dipeptid dieser Behandlung standhielt und auf diese Weise zu isolieren war, 
ergab sich durch unsere Versuche, daf sie zur Freisetzung des Tripeptides 
nicht geeignet ist. Das Endprodukt unserer Versuche war in der Haupt- 
menge Sarkosin, dem vermutlich noch Di- oder Tripeptid beigemengt war: 
das Tripeptid diirfte wohl entstanden, durch die Barytlauge aber aufgespalten 
worden sein. Die Notwendigkeit, das Methylamin méglichst vollstandig zu 
entfernen, ,edeutet eine besondere Schwierigkeit bei der Synthese N-CH, 
substituierter Peptide im Vergleiche zu den glatt verlaufenden Synthesen 
von Peptiden mit freier NH,-Gruppe. Es bleibt weiteren Versuchen vor- 
behalten, eine geeignete Methode zur Entfernung des Methylamins und Iso- 
lierung des Disarkosylsarkosins aufzufinden. 


Versuche. 
I. Sarkosinathylester CH,-NH-CH, -COOC_H,. 


Der Sarkosinester wurde aus seinem Chlorhydrat durch Freisetzen mit 
Natronlauge und Kaliumcarbonat erhalten*), das Esterchlorhydrat. selbs* 
nach W. Staudt*) dargestellt; nach zweimaligem Umkrystallisieren aus 


1) Diese Z. 157, 100 (1925). 

2) Die vollstandige Entfernung der Chloressigsiure war notwendig, da 
sie bei der Tripeptidsynthese durch Bildung von Sarkosin stéren wiirde. 

3) EK. Fischer, Ber. Chem. Ges. 34, 436 (1901). 

*) Diese Z. 146, 286 (1925). 
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absolutem Alkohol-Ather Schmelzp. 126—128°. Den gleichen Schmelzpunkt 
zeigt Sarkosinesterchlorhydrat, wie es durch Einleiten von Salzsiure in eine 
itherische Lésung des freien Esters erhalten wird.!) Sarkosinester vom 
Siedep., 39—41° erhielten wir in durchschnittlich 70°/,iger Ausbeute. 


II. Sarkosinanhydrid (N,N’-Dimethyldioxopiperazin). 


cH’ Sh C 
Y a H 
*\cu,— 60 °* 


1. Darstellung durch Einwirkung von Wasser auf Sarkosinester. 

5,8 g Sarkosinester (1/,, Mol) werden unter Eiskiihlung mit 3,7 ccm 
Wasser versetzt und bei gewéhnlicher Temperatur zwei Tage stehen gelassen. 
Die Lésung wird im Vakuum bei 30° eingedampft und der Riickstand ge- 
trocknet. Das Destillat, welches noch Ester enthalt, wird nach einigen 
Stunden wieder abgedampft und dieser Vorgang wiederholt, bis kein fester 
Riickstand iibrigbleibt. Die getrockneten Riickstinde werden im Vakuum 
sublimiert; zwischen 100—110° gingen 1,4 g Sarkosinanhydrid (Schmelzp. 144 
bis 146°) tiber, von 150—160° 1,5 g Sarkosin. Ausbeute an Sarkosinanhydrid 
nur 40°/, d. Th. 


2. Darstellung durch Erhitzen im Bombenrobr. 


Sarkosinester (gew6hnlich 25g in einer Bombe) wird 20—24 Stunden 
auf 170° erhitzt. Die entstehenden Krystalle werden abgesaugt und zweimal 
aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. Aus den Mutterlaugen kann man noch 
zwei weitere reine Fraktionen erhalten. Die Ausbeute an analysenreinem 
Anhydrid vom Schmelzp. 147—148° betrug im Durchschnitt aus 8 Versuchen 
75°/, d. Th. 

0,1592 g Substanz gaben 0,2952 g CO, und 0,1031 g H,O. 

C,H,,0.N, Ber. C 50,67°/, H 7,09°/, 
Gef. ,, 50,57 9 1,24 


Aufspaltung des Sarkosinanhydrids durch Alkali. 
(Quantitative Messungen.) 


Zur quantitativen Verfolgung dieser Reaktion erfolgte die 
Titration des entstandenen Dipeptids in alkoholischer Losung mit 
Thymolphthalein als Indicator nach Waldschmidt-Leitz.?) Als 
Vergleichslésung diente eine von Grassmann und Heide’) fiir 
Mikrotitrationen empfohlene 4/45, molare CuCl,-Lésung in wtber- 
schiissigem Ammoniak; desgleichen wurden nach Angaben dieser 
Autoren alle Titrationen beim Lichte einer Tageslichtlampe von 


1) W. Staudt gibt als Schmelzpunkt von Sarkosinesterchlorhydrat 
121° an. 

2) Diese Z. 182, 192 (1924). 

3) Diese Z. 188, 32 (1929). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIL. 18 
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150 Watt in stets gleicher Entfernung von der Lichtquelle aus- 
gefiihrt. Titerfliissigkit: 4/,9-n, 90°/,ige alkoholische, kohlen- 
siurefreie Natronlauge, eingestellt auf Bernsteinséure mit Thymol- 
phthalein (px 9—10) als Indicator. 

Zunichst wurde analysenreines Sarkosin, Schmelzp. 208 bis 
210°1) in 90, 50 und 40°/,igem Alkohol und in Wasser titriert. Die 
Titrationen wurden alle mit 0,5 ccm 0,1°/jiger Thymolphthalein- 
ldsung in 90°/,, CO,-freiem Alkohol fiir 40 ccm Flissigkeitsvolumen 
ausgefiihrt. 














Verbrauchte ccm Ent 
0/,-Gehalt n/10-NaOH _ 
d Einwaage ae oles aT oh, a oe sprechend 
6s » tiene fir 40ccm | _ fur die 0 
Alkohols ™ des Lésungs-| Titration / ° 
mittels der Einwaage| der Einwaage 
. = | cman. Raaanatata 
90 0,1803 058 | 19,63 96,97 
0,1824 0,60 19,87 97,02 
50 0,1790 0,19 | 19,11 95,08 
0,1795 0,20 19,11 94,81 
40 0,1790 0,19 | 18,42 91,65 
0,1771 0,21 | 18,29 91,98 
0,1796 | 18,56 92,03 
0 0,1857 0,03 | 5,77 27,7 
(CO,-freies dest. 0,1808 | 5,47 27,0 
H,0) | 











Der Endpunkt der Titration in waBriger Lésung ist nicht scharf zu 
erkennen. 


Bei der quantitativen Aufspaltung des Sarkosinanhydrids 
wurde die EKinwaage in n-NaOH bzw. gesiattigter Barytlauge gelést, 
nach der festgesetzten Zeit mit n-HCl neutralisiert, Indicator zu- 
gefigt und bis zum Auftreten der Blaufirbung mit alkoholischem 
1/,,-n-NaOH titriert; sodann wurde Alkohol bis zur gewiinschten 
Konzentration zugesetzt und auf die Farbe der Vergleichslésung 
zu Ende titriert. 

1. Mit n- NaOH. 




















g Sarkosin-| n-NaOH Zeit 0/, des ccm %/, 
anhydrid (Mole) (Minuten) | Alkohols |1/,)n-NaOH| Dipeptid 
0,1418 1 20 40 9,18 92,0 
0,1421 1 40 50 9,76 97,6 
0,1422 2 20 40 9,81 98,0 
0,1425 2 20 90 9,72 96,9 
0,1423 2 40 90 9,96 99,5 
0,1416 1 10 40 8,29 83,2 




















1) Paulmann, Archiv d. Pharmacie, 232, 601 (1884). 
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“anhydrid | (Mole) | (Stunden) | Alkohols |1/,,.n-NaOH| Dipeptid 

















0,1431 1 1 50 8,19 81,3 
0,1427 2 I 50 9,40 93,6 
0,1423 2 2 50 9.54 95,3 


Praparative Darstellung von Sarkosylsarkosin. 


6 g Sarkosinanhydrid wurden in 50 cem n-NaOH gelést und 30 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Hierauf wurde mit HJ-Saure neutrali- 
siert und die Lésung im Vakuum bei 40° eingedampft. Als Riickstand blieb 
eine zihe amorphe Masse, die nach dem Trocknen in 50 ccm warmem abso- 
lutem Alkohol in Lésung ging. Beim Abkiihlen scheidet sich wieder eine 
amorphe, an der Luft zerflieBliche Substanz aus. Aus einer Lésung in 
20cem 90°/,igem Alkohol ist eine gréBere Menge von Krystallen zu ge- 
winnen, nach Waschen mit absolutem Alkohol und Trocknen 2,7 g. 


Die Substanz enthalt viel Jodid; sie beginnt bei 95° zu sintern und 
schmilzt zwischen 100—105° zu triiber Schmelze. Aus Wasser bzw. ver- 
dinmntem Alkohol getrennt umkrystallisierte Anteile sind gleichfalls jodid- 
haltig und zeigen denselben Schmelzpunkt. Es liegt die Vermutung nahe, 
daB eine schwer trennbare Additionsverbindung von NaJ mit Sarkosyl- 
sarkosin vorliegt. 


Aufspaltung mit Barytlauge. 


7,1 g Sarkosinanhydrid werden in 400 ccm Barytlauge (Nor- 
malitat 0,3052) gelést und bei Zimmertemperatur 4 Stunden stehen 
gelassen, dann das Barium mit n-Schwefelsiure (83—5 Tropfen 
Uberschu8) quantitativ ausgefailt, das Bariumsulfat mehrmals 
mit warmem Wasser ausgelaugt und die klaren Filtrate unter stark 
vermindertem Druck bei 40° eingedampft. Die filtrierte Lésung 
des festen Abdampfriickstandes in wenig heiBem Wasser wird mit 
dem 10fachen Volumen absoluten Alkohols aufgekocht. Das 
Dipeptid scheidet sich in feinen Krystallen aus. Nach Waschen 
mit absolutem Alkohol und Trocknen 5,66 g (70°/, d. Th.). Aus 
der alkoholischen Mutterlauge ist noch etwa 1,1 g Sarkosinanhydrid 
zurickzugewinnen. Das Dipeptid wird beim raschen Erhitzen 
(59/1 Min. im Thieleapparat) bei 183° weich und schmilzt klar bet 
184—185°. 


Zur Analyse wurde I. bei 70° und 10mm 8 Stunden iiber P.O, ge- 
trocknet, II. nochmals umkrystallisiert und bei Zimmertemperatur iiber 
P.O, getrocknet. 


18* 
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I. 0,1413 g Substanz gaben 0,2319 g CO, und 0,0949 g H,0. 
Il. 0,1471 g i. »  0,2413g CO, ,, 0,0987g H,O. 
C.H,,0,N, Ber. C 44,97°/, HH 7,55°/, 
Gef. I. ,, 44,76°/,  ,, 7,51%, 
» Il. ,, 44,74°/, 9s 7,61°/5 


Eine bessere Ausbeute (76°/, d. Th.) erhaélt man, wenn die Auf- 
spaltung von Sarkosinanhydrid bei 30° erfolgt. 


Verhalten von Sarkosylsarkosin beim Erhitzen 
im Vakuum. 


1. Bei 50°. 0,8036 g analysenreines, iber P,O; bei Zimmer- 
temperatur getrocknetes Sarkosylsarkosin wurde 4 Stunden bei 
50° und 9 mm iiber P.O; erhitzt. Das Gewicht, nach dieser Be- 
handlung unverindert, blieb auch nach weiterem 4stiindigem Er- 
hitzen konstant. Bei 0,003 mm Druck und noch 7stiindigem Er- 
hitzen auf 50° betrug die Gewichtsabnahme 0,0004 g. Nach dieser 
Behandlung wurde der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt: 


0,1373 g Substanz verbrauchten 17,21 ccm n/10 n-NaOH. 
0,1566 g vs is 19,71 com n/10 n-NaOH. 


C,H,,0;N, Ber. N 17,5, Gef. N 17,56, 17,63°/, 


Wie oben gezeigt, ist auch bei 70° getrocknetes Sarkosylsarkosin nach 
den Analysenwerten unverandert. 


2. Das Erhitzen auf héhere Temperaturen wurde im Vakuum- 
sublimationsapparat ausgefiihrt. Die Sublimation beginnt_ bei 
90° und wird bei steigender Temperatur lebhafter, die Anhydrid- 
bildung erfolgt ohne aéuBerlich wahrnehmbare Veranderung der 
Substanz. Bei quantitativen Sublimationen bei 140°1) wurde 
das Sublimat, das abgegebene Wasser (im P,O;-Réhrchen) und der 
Riickstand bestimmt. Die véllige Dichtigkeit der Apparatur wurde 
durch Quecksilberverschliisse erreicht und in _ Blindversuchen 
bewiesen. 

0,2301 g Sarkosylsarkosin gaben 0,1992g Sublimat (97,5°/,), 0,0266 ¢ 
Wasser und 0,0007 g Riickstand. 

Berechnet: 0,2042 g Sublimat und 0,0258 g Wasser. 

Das Sublimat schmilzt bei 146—148°. 


4,014 mg Substanz gaben 0,700 ccm N (21°, 741 mm). 
C,H,,0.N. Ber. N 19,72°/, Gef. N 19,74°/,. 


1) Diese Temperatur wurde auf Grund fritherer Versuche gewahtt. 
Vgl. Diese Z. 159, 103 (1926). 
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Durch diese Versuche ist gezeigt, daB Sarkosylsarkosin weit 
unterhalb seines Schmelzpunktes vollstindig in Sarkosinanhydrid 
iibergefiihrt werden kann. 


Versuche zur Darstellung von Sarkosylsarkosinithy|- 
ester. 


2g Sarkosylsarkosin wurden in 29ccm absoluten Alkohol avfge- 
schlammt und unter Eiskiihlung HCl-Gas bis zur Sattigung eingeleitet, 
hierauf kurz erhitzt und sofort wieder abgekiihlt. Beim Einengen der klar 
gewordenen Lésung schieden sich keine Krystalle aus, auch nicht bei starkem 
Abkihlen. Das Esterchlorhydrat blieb als Sirup zuriick (3,1 g), der weder 
durch Chloroform, noch durch andere Lésungsmittel, auch nicht bei An- 
wendung gréBerer Mengen zur Krystallisation gebracht werden konnte. — 
Zum Freisetzen des Esters wurde zunichst in wenig Wasser gelést, 10 ccm 
Chloroform zugesetzt und mit 1 Mol NaOH und Pottasche behandelt. Aus 
der getrockneten Chloroformlésung trat beim Eindampfen unter vermindertem 
Druck Krystallausscheidung ein, die durch Zusatz von Petrolither vermehrt 
wurde. 1,1 g¢; Schmelzp. 146—147°. Demnach Sarkosinanhydrid. 

In einem zweiten Versuch wurde das Freisetzen des Esters in wasser- 
freiem Medium durch Neutralisation des Chlorhydrates (4,8 g) mit 1 Mol 
Natriumathylat in absolutem Alkohol ausgefiihrt. Der Riickstand nach 
Abdampfen des Alkohols wurde mit trockenem Chloroform bei 30° extra- 
hiert und die eingeengte CHCl,-Lésung mit Petrolither versetzt. Krystalle 
vom Schmelzp. 146—147°. 

In einem dritten Versuche wurde das Esterchlorhydrat nur mit ‘/; der 
berechneten Menge Natriumathylatlésung behandelt.'!) Die getrocknete 
Chloroformlésung zeigte alkalische Reaktion und schwachen Estergeruch, 
die zur Hauptmenge erhaltenen Krystalle waren aber ebenfalls Sarkosin- 
anhydrid. 


Carbomethoxysarkosylsarkosin, 
CH;0-CO-N-(CH,)CH,:CO-N(CH,)CH,:COOH. 


4,8 g (1/5, Mol) Sarkosylsarkosin wurden mit 2,83 g Chlorkohlensaure- 
methylester in der iiblichen Weise zur Reaktion gebracht und aufgearbeitet. 
Der Riickstand — ein Sirup und NaCl — wurde mehrmals mit Aceton 
extrahiert, die Lésung mit Na,SO, getrocknet und das Aceton abgedampft. 
Nach Trocknen 6,3 g (Ber. 6,5 g) eines schwach gelblich gefarbten Sirups. 
Aus Aceton oder Essigesterlésung ist durch kein Fallungsmittel ein krystalli- 
siertes Produkt zu erhalten. Substanz ist leicht léslich in Aceton, Essigester, 
Chloroform, schwer in Ather, unléslich in Petrolather. Zur Ausfiihrung von 
Aquivalentgewichtsbestimmungen des Rohproduktes wurden etwa 0,3 g in 
einem Glasschiffchen in wenig Aceton gelést und mit einer gewogenen Menge 
Quarzsand gut verrieben. Das Aceton wurde zunichst im Vakuum bei 
Zimmertemperatur entfernt, dann die Einwaage bei 70° und 14 mm in einem 
durch P,O, geschickten Luftstrom bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

1) Analog einer von E. Fischer eingehaltenen Arbeitsweise beim 
Freisetzen des Alanylalaninesters. Ber. chem. Ges. 85, 1103 (1902). 
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0,2581 g Substanz 10,77 ccm n/10-NaOH; Aquivalentgewicht: 239,5. 
0,2435 g " 10,37 ccm n/10-NaOH; “ 234,7. 


Aquivalentgewicht fiir C,H,,O;N, Ber. 218,1. 


Im Hinblick darauf, daB die sirupése Substanz keine wirksame 
Reinigung zulieB, mag die Ubereinstimmung der gefundenen mit den be- 
rechneten Werten als hinreichend angesehen werden. 


Carbomethoxy-disarkosylsarkosinathylester, 
CH3;0-CO-[N(CH;)CH,- CO}, N(CH;)CH,-COOC,H,. 


Carbomethoxy-sarkosylsarkosin (6g) wurde in Chloroformlésung mit 
1,1 Mol Thionylchlorid chloriert. Nach dem Abdampfen des Flichtigen im 
Vakuum bleibt das Chlorid als rotbraun gefiarbte, sirupése Masse zuriick. 
In 25ccm Chloroform gelést, wurde es unter Eiskiihlung langsam zu einer 
Lésung von 6,5g (2 Mol) Sarkosinester in Chloroform gegossen. (Reaktion 
unter Erwirmung und Nebelbildung.) Nach Einengen der Lésung auf die 
Halfte im Vakuum wurde mit Ather versetzt. Gelblich gefarbte Krystalle, 
die sich nach zweimaligem Umkrystallisieren durch Schmelz- und Misch- 
schmelzpunkt (126—128°) als Sarkosinesterchlorhydrat erwiesen. Das Filtrat 
liefert nach Abdampfen des Lésungsmittels im Vakuum einen rotbraunen 
Sirup. Er kann durch Umlésen aus Ather—Petrolather als beinahe farbloses 
O1 erhalten werden, das auch bei tiefer Temperatur nicht erstarrt. 


Carbomethoxy-disarkosylsarkosin, 
CH,0-CO-[N(CH;)CH,: CO], - N(CH;)CH,-COOH. 


4,6g des sirupésen Esters wurden in 14,5 ccm (1 Mol) n-NaOH ge- 
Jést und durch zweistiindiges Stehen bei Zimmertemperatur verseift. Zur 
Entfarbung wird mit Tierkohle geschiittelt und dann mit n-HCl neutrali- 
siert. Der Abdampfriickstand — ein Sirup und NaCl — wurde mit warmem 
Aceton extrahiert und nach Trocknen das Aceton verdampft. Der ziahe, 
sirupése Riickstand war durch keinerlei MaBnahmen zur Krystallisation zu 
bringen, es wurden deshalb vor dem vorliegenden Produkt nach Trocknen 
mit Sand Aquivalentgewichtsbestimmungen gemacht. 

0,3062 g Substanz verbr. 10,03 ccm n/10-NaOH; Aquivalentgewicht: 305 

0,2562 g me * 8,88 ccm n/10-NaOH; " 288 


Aquivalentgewicht fiir C,,H,O,N, Ber. 289,1. 


B-Naphthalinsulfosarkosylsarkosin, 
C19H,:SO,:N(CH;)CH,:CO-N(CH;)CH,-COOH. 


Die Synthese erfolgte nach der Vorschrift von E. Fischer.') 
Als Ausgangsmaterial diente Sarkosinanhydrid (7,1 g), das zur 
Aufspaltung zum Sarkosylsarkosin eine halbe Stunde mit 50 ccm 
n-NaQOH stehen gelassen wurde. Das f-Naphthalinsulfoderivat fallt 


1) Ber. chem. Ges. 35, 3779 (1902). 
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nach dem Ansiuern als Ol aus, das rasch erstarrt. Zur Entfernung 
des beigemengten Natriumsalzes der 6-Naphthalinsulfosiure?) wird 
das Rohprodukt mit Wasser ausgekocht, nach dem Abkiihlen ab- 
gesaugt und aus Alkohol-Wasser (4:3) umkrystallisiert. Feine 
verfilzte Nadeln, 15 g (86°/, d. Th.). Die bei 70° im Vakuum 
getrocknete Substanz beginnt bei 167° weich zu werden und schmilzt 
klar bei 173°. 
0,1432 g Substanz gaben 0,2877 g CO, und 0,0662 g H,O. 
Gef. C 54,809), H 5,17°/, 
0,1573 g Substanz gaben 0,3157 g CO, und 0,0725g H,0. 
Gef. C 54,749,  H 5,15°/, 
C,sH,,0;N,S Ber. C 54,829, H 5,18°/,. 
6,871 mg Substanz verbr. 0,482 ccm N (21°, 742mm). Gef. N 7,95°/, 
4,181 mg - »  0,294ccm N (21°, 746mm). ,,_ ,, 8,01°/) 
Ber. ,, 7,99°/, 
0,4411 g Substanz verbrauchten 12,58 ccm n/10-NaOH. 
Ber. 350,2 Gef. 350,7 


Chloracetylsarkosylsarkosin, 
Cl-CH,-CO-N(CH;)CH,-CO- N(CH;)CH,:COOH. 


Die Darstellung erfolgte nach der allgemein giiltigen Vorschrift 
von E. Fischer.”) Die Abtrennung der bei der Reaktion ent- 
stehenden Chloressigsiure gelang erst nach der Feststellung, daB 
Chloressigséure in absolutem Ather und Aceton auch bei der 
Temperatur eines Aceton-Kohlensiuregemisches leicht léslich ist. 


5,3 g (1/39 Mol) Sarkosylsarkosin in 33ccm n-NaOH geldst, 4,52 ¢ 
Chloracetylchlorid und 60 ccm NaOH werden zur Reaktion gebracht, das 
iiberschiissige Alkali mit 10,6ccm 5 n-HCl neutralisiert und bei 30° im 
Vakuum eingedampft. Der Riickstand wird mit Aceton extrahiert, die Lésung 
getrocknet, filtriert und eingeengt. In einer Aceton-Kohlenséureschnee- 
kiihlung wird mit absolutem Ather versetzt, bis keine Fallung mehr eintritt. 
Der Niederschlag, eine weiBe, amorphe Substanz in kleinen Flocken, beginnt 
sich in einer Eis-Kochsalzmischung zu sirupésen Klumpen zusammenzuballen, 
die von der atherischen Lésung leicht zu trennen sind. Nach viermaliger 
Wiederholung dieser Behandlung enthalt die atherische Lésung, aus der 
anfangs krystallisierte Chloressigsiure zu gewinnen ist, nur mehr 0,07 g 
sirupdsen Riickstand. Auch das so gereinigte Chloracetylderivat (3,5 g) ist 
sirupés und trotz vieler Bemiihungen nicht krystallisiert zu erhalten. Zur 
Halogenbestimmung nach Carius wurde eine mit Quarzsand vermischte 
Einwaage bei 50° und 9mm iiber P,O, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


0,2020 g Substanz gaben 0,1217 g Ag(Cl. 
C,H,,0,N,Cl Ber. Cl 14,99°/, Gef. Cl 14,91°/, 


1) E. Fischer, Ber. chem. Ges. 39, 4144 (1906). 
2) Untersuchungen iiber Aminosdiuren usw. Bd. I, 485 (1905). 
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Versuche zur Darstellung von Disarkosylsarkosin, 
CH,:NH-CH,:CO-N(CH;)CH,-CO-N(CH;)CH,:COOH. 


Bei den Versuchen, das Tripeptid darzustellen, wurde die von Levene 
und Mitarbeitern fiir die Synthese von Sarkosylsarkosin ausgearbeitete 
Methode angewendet.!) Als Ausgangsmaterial diente das oben beschriebene 
Chloracetylsarkosyl-sarkosin. 2,8g wurden in 6ccm 33°/,iger Methylamin- 
lésung zwei Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann im Vakuum 
bei 30° eingedampft. Der sirupése Riickstand ging in warmem absoluten 
Alkohol langsam in Lésung, krystallisierte Substanz konnte nicht erhalten 
werden. Nach Vertreiben des Alkohols im Vakuum wurde in Wasser gelist, 
mit 10ccm n-H,SO, angesaiuert und mit 2g Silbercarbonat geschiittelt, um 
alles Chlorid zu entfernen. Aus dem Filtrat wurde das Silber mit H,S, die 
Schwefelsiure mit Ba(OH), ausgefallt. Nach dem Eindampfen des Filtrates 
im Vakuum blieb ein in Alkohol léslicher Riickstand, vermutlich das Methy|- 
aminsalz des Tripeptids. Zu seiner Zerlegung wurde in 50 ccm gesattigter 
Barytlauge gelést und bei 30° im Vakuum eingedampft, wobei reichlich 
Methylamin mit Wasserdampf iiberging. Diese Behandlung wurde so lange 
wiederholt, bis die iibergehenden Dampfe nur mehr sehr schwach alkalisch 
reagierten. Nach quantitativem Ausfillen des Bariums mit n-H,SO, wurde 
das Filtrat im Vakuum bei 30° eingeengt und der zuriickbleibende Sirup 
mit absolutem Alkohol am Wasserbad erwirmt, wobei Krystallisation ein- 
trat. Die getrockneten Krystalle (0,7 g) begannen bei 155° weich zu werden 
und schmolzen langsam zu einer triiben Schmelze, die sich zwischen 18( 
bis 195° unter starkem Aufschiumen zersetzte. Diese Erscheinungen waren 
auch nach Umkrystallisieren aus Wasser—Alkohol zu beobachten. 


0,1061 g Substanz gaben in 15 ccm Wasser geldést, eine Gefrierpunkts- 
erniedrigung von 0,123°. Molekulargewicht: 107. 

Das Molekulargewicht 1é8t auf Sarkosin schlieBen, das wahr- 
scheinlich durch Di- oder Tripeptid verunreinigt war. Eine Wieder- 
holung des Versuches fiihrte zu einem gleichen Ergebnis, die Tren- 
nung der erhaltenen Produkte scheiterte an ihrer fast gleichen 
Léslichkeit in den in Betracht kommenden Lésungsmitteln. 





1) J. of biol. Chem. 61, 445—464 (1924). 
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Es ist wnbedingt notwendig, daf alle zur LHinsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, médglichst Maschinen-Schrift, gehalien sind. Nach- 
triigliche Korrekturen verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemif 
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skripte erméglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
leserliche und kénnen infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 


Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 
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